Vaginal microbiome as risk factor for preterm birth by Hočevar, Keli
 UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keli HOČEVAR 
 
 
 
VAGINALNI MIKROBIOM KOT DEJAVNIK 
TVEGANJA ZA PREZGODNJI POROD 
 
DOKTORSKA DISERTACIJA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020 
 UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
INTERDISCIPLINARNI DOKTORSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM BIOMEDICINA 
ZNANSTVENO PODROČJE GENETIKA 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keli HOČEVAR 
 
 
 
VAGINALNI MIKROBIOM KOT DEJAVNIK TVEGANJA ZA 
PREZGODNJI POROD 
 
DOKTORSKA DISERTACIJA 
 
VAGINAL MICROBIOME AS RISK FACTOR FOR PRETERM 
BIRTH 
 
DOCTORAL DISSERTATION 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020 
Hočevar K. Vaginalni mikrobiom kot dejavnik tveganja za prezgodnji porod 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
II 
Na podlagi Statuta Univerze v Ljubljani ter po sklepu Senata Biotehniške fakultete in sklepa 
Komisije za doktorski študij z dne 10. 9. 2015 je bilo potrjeno, da kandidatka izpolnjuje 
pogoje za opravljanje doktorata znanosti na Interdisciplinarnem doktorskem študijskem 
programu Biomedicina, znanstveno področje genetika. Za mentorja je bil imenovan prof. dr. 
Borut Peterlin.  
Doktorsko delo je zaključek Interdisciplinarnega doktorskega študijskega programa 
Biomedicina, znanstveno področje genetika. Raziskovalno delo je bilo opravljeno na 
Kliničnem inštitutu za medicinsko genetiko, Univerzitetni klinični center Ljubljana.  
 
 
 
 
Komisija za oceno in zagovor:  
 
Predsednik:  prof. dr. Simon Horvat 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko  
 
Član:   prof. dr. Danijel Petrovič  
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Inštitut za histologijo in  
embriologijo  
 
Član:   prof. dr. Gorazd Avguštin 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko  
 
 
 
 
 
Datum zagovora: 
 
Keli Hočevar 
  
Hočevar K. Vaginalni mikrobiom kot dejavnik tveganja za prezgodnji porod 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
III 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA (KDI) 
 
ŠD Dd 
DK UDK 577.2:579.61:618.1(043.2)=163.6 
KG prezgodnji porod, vaginalni mikrobiom, sekvenciranje naslednje generacije, 
16S rRNA sekvenciranje, RNA-sekvenciranje, transkriptom 
AV HOČEVAR, Keli, mag. farm. 
SA PETERLIN, Borut (mentor) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Interdisciplinarni doktorski  
študijski program Biomedicina, znanstveno področje genetika  
LI 2020 
IN VAGINALNI MIKROBIOM KOT DEJAVNIK TVEGANJA ZA 
PREZGODNJI POROD 
TD Doktorska disertacija 
OP X, 96 str., 11 pregl., 16 sl., 195 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI  Prezgodnji porod (PP) predstavlja vodilni vzrok neonatalne obolevnosti in 
umrljivosti. Kljub poročani povezavi med sestavo vaginalnega mikrobioma in 
PP, so bile predhodne raziskave v sklepih neskladne, sistemski mehanizmi 
preko katerih vaginalni mikrobiom vpliva na dovzetnost za PP, pa v veliki meri 
nepojasnjeni. Postavili smo naslednji hipotezi: (1) z analizo vaginalnega 
mikrobioma bomo ugotovili razlike v sestavi med slovenskimi nosečnicami, ki 
so rodile pred 37. tednom nosečnosti in nosečnicami, ki so rodile ob 
predvidenem terminu poroda, (2) potencialne razlike v sestavi vaginalnega 
mikrobioma so povezane s specifičnim globalnim ekspresijskim profilom v 
materini periferni krvi. Z namenom oceniti vlogo vaginalnega mikrobioma pri 
PP smo izvedli neodvisno raziskavo 16S sekvenciranja. Pri preiskovankah s PP 
smo ugotovili večjo mikrobno bogatost in raznolikost, zmanjšano zastopanost 
rodu Lactobacillus ter povečano zastopanost rodu Gardnerella in drugih z 
bakterijsko vaginozo in aerobnim vaginitisom povezanih rodov. Nadalje smo 
izvedli globalno transkriptomsko analizo RNA-sekvenciranja materine polne 
periferne krvi, z namenom ugotoviti ali je tvegani vaginalni mikrobiomski 
profil (CST IV/CST III) povezan s sistemskimi posledicami. Zaznali smo 
številne biološke poti, značilno povezane s PP (CST IV/CST III) med njimi 
signalno pot fosfatidilinositola, JAK-STAT, Fc gama-R fagocitozo in 
adherentne stike ter obogatene bolezenske in funkcijske procese, vključno z 
vnetnim odzivom, celičnim gibanjem, aktivacijo granulocitov, fagocitozo, 
kemotakso, organizacijo citoskeleta in adhezijo. V opravljeni raziskavi 
predstavljamo nadaljnje dokaze, da je sestava vaginalnega mikrobioma 
povezana s PP ter morebitno povezavo tveganega profila vaginalnega 
mikrobioma pri PP s hkratnimi transkriptomskimi spremembami periferne krvi. 
Z analizo prispevamo nova znanja potencialnih dejavnikov, ki privedejo do PP. 
 
Hočevar K. Vaginalni mikrobiom kot dejavnik tveganja za prezgodnji porod 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
IV 
KEY WORDS DOCUMENTATION (KWD) 
 
DN Dd 
DC UDC 577.2:579.61:618.1(043.2)=163.6 
CX preterm birth, vaginal microbiome, next-generation sequencing, 16S rRNA 
sequencing, RNA-sequencing, transcriptome 
AU HOČEVAR, Keli 
AA PETERLIN, Borut (supervisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical faculty, Interdisciplinary Doctoral  
Programme in Biomedicine, Scientific Field Genetics  
PY 2020 
TI VAGINAL MICROBIOME AS RISK FACTOR FOR PRETERM BIRTH 
DT Doctoral dissertation 
NO X, 96 p., 11 tab., 16 fig., 195 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB Preterm birth (PTB) represents a leading cause of neonatal morbidity and 
mortality. Despite the reported association between vaginal microbiome and 
PTB, previous research has been inconsistent in its conclusions, and the 
systemic mechanisms through which the vaginal microbiome influences 
susceptibility to PTB remain unexplained. We set the following hypotheses: (1) 
analysis of the vaginal microbiome will reveal differences in the composition 
between Slovenian pregnant women who delivered before completed 37th week 
of gestation and pregnant women who delivered at term, (2) potential 
differences in the composition of the vaginal microbiome are associated with a 
specific global expression profile in maternal peripheral blood. To re-evaluate 
the role of the vaginal microbiome in PTB, we conducted an independent 16S 
sequencing study. In PTB women, we report higher microbial richness and 
diversity, decreased abundance of genus Lactobacillus, increased abundance of 
Gardnerella, and other bacterial vaginosis and aerobic vaginitis-related genera. 
We performed a global transcriptomic analysis of maternal whole peripheral 
blood to determine whether a high-risk vaginal microbiome profile (CST 
IV/CST III) is associated with systemic consequences. We identified several 
biological pathways associated with PTB (CST IV/CST III), including 
phosphatidylinositol signaling pathway, JAK-STAT, Fc gamma-R 
phagocytosis, and adherent junctions, as well as enriched diseases and 
functions, including inflammatory response, cell movement, granulocyte 
activation, phagocytosis, chemotaxis, cytoskeletal organization, and adhesion. 
The present study represents further evidence that the vaginal microbiome 
composition is associated with PTB and the possible association of risk vaginal 
microbiome profile with concomitant transcriptomic changes in peripheral 
blood. We contribute new knowledge about the potential factors leading to 
PTB. 
Hočevar K. Vaginalni mikrobiom kot dejavnik tveganja za prezgodnji porod 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
V 
 
KAZALO VSEBINE 
 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA (KDI) ............................................ III 
KEY WORDS DOCUMENTATION (KWD) .................................................................... IV 
KAZALO VSEBINE ............................................................................................................ V 
KAZALO PREGLEDNIC ..................................................................................................VII 
KAZALO SLIK ................................................................................................................ VIII 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI ............................................................................................... IX 
 
1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ ........ 1 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA ............................................................................... 1 
1.2 NAMEN RAZISKAVE ........................................................................................... 4 
1.3 RAZISKOVALNE HIPOTEZE .............................................................................. 4 
2 PREGLED OBJAV ..................................................................................................... 4 
2.1 EPIDEMIOLOGIJA PREZGODNJEGA PORODA .............................................. 4 
2.2 ETIOLOGIJA PREZGODNJEGA PORODA ........................................................ 4 
2.3 GENETSKI DEJAVNIKI PREZGODNJEGA PORODA ...................................... 6 
2.4 MIKROBIOM ......................................................................................................... 8 
2.5 VAGINALNI MIKROBIOM IN NJEGOVA POVEZAVA S PREZGODNJIM 
PORODOM ............................................................................................................. 9 
2.6 MEHANIZMI MIKROBIOMA PRI PREZGODNJEM PORODU ..................... 14 
2.6.1 Lokalni mehanizmi delovanja mikrobioma ............................................... 14 
2.6.2 Sistemski mehanizmi vaginalnega mikrobioma- transkriptom materine 
krvi in prezgodnji porod .............................................................................. 16 
3 MATERIALI IN METODE ..................................................................................... 21 
3.1 ETIČNA IZJAVA ................................................................................................. 21 
3.2 ZBIRANJE VZORCEV IN KLINIČNA OCENA ................................................ 21 
3.3 IZOLACIJA BAKTERIJSKE DNA, POMNOŽEVANJE IN SEKVENCIRANJE 
GENA 16S rRNA .................................................................................................. 22 
3.4 BIOINFORMATSKA ANALIZA ........................................................................ 23 
3.5 STATISTIČNA ANALIZA .................................................................................. 24 
3.6 TRANSKRIPTOMSKA ANALIZA ..................................................................... 25 
3.6.1 Nabor vzorcev ............................................................................................... 25 
3.6.2 Izolacija RNA iz materine periferne krvi in priprava knjižnic za 
sekvenciranje ................................................................................................ 26 
Hočevar K. Vaginalni mikrobiom kot dejavnik tveganja za prezgodnji porod 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
VI 
3.6.3 Analize podatkov RNA sekvenciranja ........................................................ 27 
4 REZULTATI .............................................................................................................. 29 
4.1 ZNAČILNOSTI PREISKOVANE POPULACIJE (MIKROBIOM) .................... 29 
4.2 RAZPOLOŽLJIVOST PODATKOV ................................................................... 31 
4.3 REZULTATI 16S rRNA SEKVENCIRANJA ..................................................... 31 
4.4 OCENA ALFA IN BETA DIVERZITETE .......................................................... 33 
4.4.1 Alfa diverziteta ............................................................................................. 33 
4.4.2 Beta diverziteta ............................................................................................. 33 
4.5 SESTAVA VAGINALNEGA MIKROBIOMA ................................................... 37 
4.6 DIFERENČNA ZASTOPANOST NA NIVOJU ASV MED GESTACIJSKIMA 
SKUPINAMA ....................................................................................................... 38 
4.7 ANALIZA BAKTERIJSKIH SKUPNOSTI (CST) VAGINALNEGA 
MIKROBIOMA .................................................................................................... 43 
4.8 ZNAČILNOSTI PREISKOVANE POPULACIJE (TRANSKRIPTOM) ............ 44 
4.9 ANALIZA DIFERENČNEGA GENSKEGA IZRAŽANJA V MATERINI 
PERIFERNI KRVI ................................................................................................ 47 
4.10 ANALIZA GSEA .................................................................................................. 49 
4.11 ANALIZA IPA ...................................................................................................... 52 
5 RAZPRAVA ............................................................................................................... 60 
5.1 VLOGA VAGINALNEGA MIKROBIOMA PRI PREZGODNJEM PORODU 60 
5.2 PREDNOSTI IN OMEJITVE MIKROBIOMSKEGA DELA RAZISKAVE ...... 65 
5.3 POVEZAVA MED TVEGANIM MIKROBIOMSKIM PROFILOM IN 
TRANSKRIPTOMOM V MATERINI PERIFERNI KRVI ................................. 66 
5.4 PREDNOSTI IN OMEJITVE RAZISKAVE - TRANSKRIPTOM GLEDE NA 
MIKROBIOMSKI PROFIL .................................................................................. 72 
6 SKLEPI ...................................................................................................................... 75 
7 POVZETEK (SUMMARY) ...................................................................................... 77 
7.1 POVZETEK .......................................................................................................... 77 
7.2 SUMMARY .......................................................................................................... 79 
8 VIRI ............................................................................................................................ 81 
ZAHVALA 
  
Hočevar K. Vaginalni mikrobiom kot dejavnik tveganja za prezgodnji porod 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
VII 
KAZALO PREGLEDNIC 
 
Preglednica 1: Pregled raziskav sekvenciranja, ki so preučevale vpliv vaginalnega   
mikrobioma na PP. ....................................................................................... 11 
Preglednica 2: Pregled transkriptomskih raziskav prezgodnjega poroda, ki so preučevale 
izražanje genov v materini periferni krvi. .................................................... 20 
Preglednica 3: Demografske in klinične značilnosti preiskovank. ...................................... 30 
Preglednica 4: Rezultati analize adonis (PERMANOVA). ................................................. 36 
Preglednica 5: Analiza diferenčne relativne zastopanosti (DESeq2) med prezgodnjo (n = 
48) in terminsko (n = 107) skupino na nivoju amplikonov sekvenčnih 
variant (ASV). .............................................................................................. 40 
Preglednica 6: Testiranje hipotez relativne zastopanosti posameznih taksonov; vsi 
prezgodnji porodi (n = 48) v primerjavi s terminskimi porodi (n = 107). ... 42 
Preglednica 7: Demografske in klinične značilnosti preiskovank vključenih v 
transkriptomski del raziskave. ..................................................................... 46 
Preglednica 8: Molekularne funkcije in biološki procesi gena CXCL16 glede na 
podatkovno bazo GO. .................................................................................. 48 
Preglednica 9: Najbolj različno obogatene poti KEGG v skupini PP (CST III/CST IV) v 
primerjavi s TP (CST I). .............................................................................. 51 
Preglednica 10: Najbolj obogatene kategorije bolezenskih in funkcijskih procesov skupaj s 
pripadajočim razponom P-vrednosti za posamezne funkcije, ki pripadajo 
določeni kategoriji, in številom molekul udeleženih v dotični kategoriji. ... 52 
Preglednica 11: Statistično značilno obogatene bolezenske funkcije v materini periferni 
krvi, v skupini s (potencialno) tveganim vaginalnim mikrobiomskim 
profilom (CST III/ CST IV) skupaj s pripadajočo P-vrednostjo in 
predvideno smerjo aktivacije. ...................................................................... 54 
 
  
Hočevar K. Vaginalni mikrobiom kot dejavnik tveganja za prezgodnji porod 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
VIII 
KAZALO SLIK 
 
Slika 1: Predlagana pot, ki vodi do sprožitve prezgodnjega in terminskega poroda (Gomez-
Lopez in sod., 2014) .............................................................................................. 17 
Slika 2: Diagram poteka raziskave. ..................................................................................... 26 
Slika 3: Prikaz globine sekvenciranja in rarefrakcijske analize .......................................... 31 
Slika 4: Prevalenca taksonomskih debel v naboru 155-ih vzorcev. .................................... 32 
Slika 5: Ocena alfa in beta diverzitete med različnimi gestacijskimi skupinami. ............... 34 
Slika 6: Ocena razlik v alfa in beta diverziteti med prezgodnjimi in terminskimi porodi. . 35 
Slika 7: Ocena razlik v alfa in beta diverziteti med prezgodnjimi porodi s PPROM in 
prezgodnjimi porodi brez PPROM. ....................................................................... 36 
Slika 8: Stolpičasti diagram povprečne relativne zastopanosti različnih taksonomskih 
nivojih (A) družini, (B) rodu in (C) vrstah in po različni gestacijski skupini. ...... 37 
Slika 9: Relativna zastopanost rodov v vsakem posameznem vzorcu................................. 38 
Slika 10: Primerjava diferenčne zastopanosti vaginalnih mikrobnih ASV-jev med 
kohortami različnimi po gestacijski starosti ob porodu. ........................................ 39 
Slika 11: Analiza vaginalnih bakterijskih skupnosti (CST) ................................................ 44 
Slika 12: MA graf analiza diferenčnega izražanja v materini polni krvi............................. 47 
Slika 13: Diferenčno izražanje gena CXCL16 med prezgodnjimi porodi s tveganim 
vaginalnim mikrobiomskim profilom (CST III/CST IV) in terminskimi porodi s 
protektivnim CST I profilom. ................................................................................ 48 
Slika 14: Deset najbolj različno izraženih transkriptov/genov med prezgodnjimi porodi s 
tveganim vaginalnim mikrobiomskim profilom (CST III/CST IV) in terminskimi 
porodi s protektivnim CST I profilom. .................................................................. 49 
Slika 15: Obogatena funkcija kemotakse levkocitov v skupini prezgodnjega poroda s 
predvidenimi aktivacijskimi/inhibitornimi učinki na navzdolnje molekule. ......... 57 
Slika 16: Hierarhični toplotni diagram ................................................................................ 58 
  
Hočevar K. Vaginalni mikrobiom kot dejavnik tveganja za prezgodnji porod 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
IX 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AA Afroameričanke (angl. African Americans) 
APC antigen predstavitvena celica (angl. antigen presenting cell) 
ASV varianta sekvence amplikonov (angl. amplicon sequence variant) 
ART tehnologija asistirane reprodukcije (angl. assisted reproductive 
techniques) 
AV aerobni vaginitis  
BLAST orodje za iskanje osnovne lokalne poravnave (angl. basic local 
alignment search tool) 
BV bakterijska vaginoza 
cDNA komplementarna DNA (angl. complementary DNA) 
cfRNA prostocelična RNA (angl. cell-free RNA) 
CST podtip bakterijske skupnosti (angl. bacterial community state type) 
DADA2 angl. the divisive amplicon denoising algorithm 2 
DAMP s poškodbo povezani molekulski vzorci (angl. damage-associate 
molecular pattern molecules) 
DC dendritska celica (angl. dendritic cell) 
dUTP deoksiuridin-trifosfat (angl. deoxyuridine triphosphate) 
dTTP deoksitimidin-trifosfata (angl. deoxythymidine triphosphate) 
ECM ekstracelični matriks (angl. extracellular matrix) 
FcγR Fc gama receptorji (angl. Fc gamma receptor) 
fFN fetalni fibronektin (angl. fetal fibronectin) 
GDM gestacijski diabetes mellitus (angl. gestational diabetes mellitus) 
GO genska ontologija (angl. gene ontology) 
GBS skupina B Streptococcus (angl. group B streptococcus) 
GWAS asociacijske študije na ravni celotnega genoma (angl. genome-wide 
association studies) 
HBD-2 humani beta-defenzin-2 (angl. human beta-defensin-2) 
HIV virus humane imunske pomanjkljivosti (angl. human 
immunodeficiency virus) 
iNKT invariantne naravne T-celice ubijalke (angl. invariant natural killer t 
cells) 
IPA angl. Ingenuity Pathway Analysis 
IVH intraventrikularna krvavitev (angl. intraventricular hemorrhage) 
ITM indeks telesne mase 
IUGR intrauterina omejitev rasti (angl. intrauterine growth restriction) 
KEGG Kjotska enciklopedija genov in genomov (angl. Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes) 
LPS lipopolisaharidi (angl. lipopolysaccharides) 
MDS večrazsežnostno lestvičenje (angl. multidimensional scaling) 
mRNA informacijska RNA (angl. messenger RNA) 
NF-κB tanskripcijski faktor- jedrni faktor kB (angl. nuclear factor kappa b) 
NGS sekvenciranje naslednje generacije (angl. next-generation sequencing) 
NK naravne celice ubijalke (angl. natural killer cells) 
NPIS Perinatalni informacijski sistem Slovenije 
OTU operativna taksonomska enota (angl. operational taxonomic unit) 
Hočevar K. Vaginalni mikrobiom kot dejavnik tveganja za prezgodnji porod 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
X 
PAMP s patogeni povezani molekulski vzorci (angl. pathogen associated 
molecular patterns) 
PCoA analiza glavnih koordinat (ang. principal coordinate analysis) 
PCA analiza glavnih komponemt (ang. principal component analysis) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
PERMANOVA permutacijska multivariantna analiza variance (angl. permutational 
multivariate analysis of variance) 
PI3K fosfoinozitid-3-kinaza (angl. phosphoinositide 3-kinase) 
PKC protein kinaza C (angl. protein kinase C) 
PLC fosfolipaza C (angl. phospholipase C) 
PP prezgodnji porod 
PPP pozni prezgodnji porod 
PPROM predčasni prezgodnji razpok plodovih ovojev (angl. preterm 
premature rupture of membranes) 
PRR vzročno prepoznavni receptorji (angl. pattern recognition receptors) 
RIN vrednost integritete RNA (angl. RNA integrity number) 
RDP projekt Ribosomske baze podatkov (angl. Ribosomal Database 
Project) 
ROCK RhoA proteinska kinaza (angl. Rho-associated protein kinase) 
rRNA ribosomska ribonukleinska kislina (angl. ribosomal ribonucleic acid) 
SCFA kratkoverižne maščobne kisline (angl. short-chain fatty acid) 
sPP spontani prezgodnji porod 
TLR Toll-u podobni receptor (angl. Toll-like receptor) 
TP terminski porod 
TPM številu transkriptov na milijon (angl. transcripts per million) 
VEGF vaskularni endotelijski rastni faktor (angl. vascular endothelial 
growth factor) 
WES sekvenciranja celotnega eksoma (angl. whole exome sequencing) 
WGS sekvenciranje celotnega genoma (angl. whole genome sequencing) 
WHO Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health Organisation) 
ZPP zgodnji prezgodnji porod 
Hočevar K. Vaginalni mikrobiom kot dejavnik tveganja za prezgodnji porod 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
1 
1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Prezgodnji porod (PP), ki ga Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health 
Organisation, WHO) opredeljuje kot rojstvo nedonošenčka pred dopolnjenimi 37. tedni 
nosečnosti (t. n.) (Howson in sod., 2013), predstavlja veliko svetovno javno zdravstveno 
breme. Je vodilni dejavnik neonatalne obolevnosti in umrljivosti v razvitih državah 
(Goldenberg in sod., 2009) ter drugi najpogostejši vzrok smrti pri otrocih do petega leta 
starosti po vsem svetu (Romero in sod., 2014a). WHO je leta 2012 objavila, da se letno 
prezgodaj rodi približno 15 milijonov otrok, od tega največ v podsaharski Afriki, Aziji in 
Severni Ameriki (Romero in sod., 2014a). Obolevnost kot posledica PP je tesno povezana z 
gestacijsko starostjo ploda. PP lahko glede na gestacijsko dobo delimo na ekstremno 
prezgodnji (manj kot 28 t. n.), zelo prezgodnji (od 28. do manj kot 32. t. n.) in zmerno ali 
pozno prezgodnji porod (od 32. do manj kot 37. t. n.). Nedonošenčki imajo povečano 
tveganje za neonatalne zaplete povezane z nezrelostjo številnih organskih sistemov, kot so 
sindrom dihalne stiske, bronhopulmunarna displazija, okužbe in sepsa (kot posledica 
nerazvitega imunskega sistema), okvare sluha, retinopatije, ledvična obolenja, srčne zaplete 
(perzistentni ductus arteriosus, hipotenzija), težave z uravnavanjem telesne temperature, 
presnovne težave (hipoglikemija), gastrointestinalne težave, krvne zaplete (anemija, 
zlatenica) in zaplete centralnega živčevja (intraventrikularna krvavitev, IVH) (Ward in 
Beachy, 2003). Poleg naštetega imajo nedonošenčki povečano dolgoročno tveganje za 
spekter kognitivnih in nevroloških motenj ter cerebralno paralizo (Mwaniki in sod., 2012; 
Wood in sod., 2000).  
 
PP predstavlja velik izziv v klinični praksi, saj trenutno obstaja le nekaj tehnologij, s katerimi 
lahko prepoznamo nosečnice z višjim tveganjem za PP, vključno z oceno kliničnih 
dejavnikov tveganja (Dekker in sod., 2012), merjenjem dolžine materničnega vratu (Care in 
sod., 2014) in odsotnostjo fetalnega fibronektina (fFN) v cervikovaginalni tekočini (Duhig 
in sod., 2009). Le-ti pa imajo nizko pozitivno napovedno vrednost in specifičnost ter zaradi 
tega v klinični praksi omejeno uporabnost. Poleg navedenega so imele raziskave, ki so si 
prizadevale prepoznati genetske vzroke in dejavnike tveganja PP omejen uspeh. To je 
posledica heterogene in multifaktorske etiologije PP, ki je danes v veliki meri še 
nepojasnjena, dokazi pa kažejo, da so vanjo vpleteni tako genetski kot okoljski dejavniki. 
Medtem ko so strukturne in fiziološke spremembe, ki privedejo do poroda, dobro opisane, 
je znanje o molekularnih spremembah nepopolno. Posledično so trenutne strategije za 
preprečevanje PP v glavnem neučinkovite in omejene le na določene podskupine nosečnic 
(več v poglavju »Pregled literature«).  
 
Mikrobiom predstavlja celotno skupnost vseh mikroorganizmov in njihovega genoma v 
določenem okolju. Razvoj tehnologij sekvenciranja naslednje generacije (angl. next-
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generation sequencing, NGS) je v zadnjih desetletjih omogočil dostopno in hitro 
pridobivanje novih informacij, med drugim tudi celovito analizo genov in genomov 
mikrobnih vrst prisotnih na določenem mestu telesa, vključno s tistimi, ki so bile predhodno 
neprepoznane, saj jih ne moremo gojiti.  
 
Do danes objavljena znanstvena literatura kaže na pomembno, vendar še v veliki meri 
neopredeljeno, vlogo materinega mikrobioma pri zdravju nosečnice in njenega ploda. Pomen 
sprememb v mikrobiomskem profilu pri nastanku PP je prvi naslovil projekt Humani 
mikrobiom (angl. human microbiome project) pod pokroviteljstvom NIH Common Fund 
(Integrative HMP (iHMP), 2014). V raziskavah, ki so sledile, je bilo predpostavljeno, da je 
ustrezna mikrobiota bistvenega pomena za zdrav zgodnji embrionalni razvoj, vzdrževanje 
nosečnosti in prva leta otroštva. Številne raziskave so pokazale izrazito dinamiko 
mikrobioma med nosečnostjo in opozorile na možno vlogo mikrobioma pri obolevnosti 
ploda in dojenčka povezani z zdravstvenimi stanji, vključujoč nosečnostno sladkorno 
bolezen, nizko porodno težo, nekrotizirajoči enterokolitis in kolike (Agrawal in Hirsch, 
2012; Koren in sod., 2012; Prince in sod., 2014). Neravnovesje v sestavi vaginalnega 
mikrobioma je bilo povezano s PP (več v poglavju »Pregled objav«), kot tudi s spontanim 
splavom in predispozicijo za spolno prenosljive bolezni (Kenyon, C. in sod., 2013). Materin 
mikrobiom določa tudi, katere bakterije bodo prve poselile novorojenčka in ustvarile 
njegove mikrobiome. Slednje je odvisno tudi od načina poroda; vaginalni porod ali carski 
rez (Dominguez-Bello in sod., 2010). Dokazano je bilo, da imajo otroci, ki so rojeni s 
carskim rezom povečano tveganje za astmo (Thavagnanam in sod., 2008), levkemijo (Wang 
in sod., 2017) in alergije (Bager in sod., 2008), pri čemer bi lahko bakterijska kolonizacija 
ob rojstvu in po njem predstavljala potencialni mehanizem. 
 
Zaradi omejenega števila dosedanjih raziskav, ki so preučevale povezavo materinega 
vaginalnega mikrobioma s PP ter nedoslednih zaključkov, vloga le-tega v etologiji PP še 
vedno predstavlja pomembno raziskovalno vprašanje. Še posebej v luči mikrobiomskih 
profilov specifičnih za določeno populacijo, neskladij med metodologijami in heterogenih 
ter nenatančnih kliničnih definicij PP, ugotavljanje jasne povezave med posameznimi 
bakterijskimi taksoni ali mikrobiološko skupnostjo in PP ostaja izziv. Naslednja ovira je 
nepopolno razumevanje zapletene interakcije med gostiteljem in mikrobiomom ter 
sočasnimi vplivi fizioloških in okoljskih dejavnikov. Ključni dejavnik omenjene interakcije 
bi lahko predstavljal materin imunski sistem (tako prirojeni kot pridobljeni), ki je tekom 
nosečnosti še dodatno podvržen precejšnim spremembam (Sansonetti, 2011). Prav tako se 
večina dosedanjih raziskav še ni dotaknila mehanizmov preko katerih mikrobiom vpliva na 
PP, predvsem ne iz sistemskega vidika. Ni še raziskav, ki bi preučevale ali so pri različnih 
mikrobnih profilih prisotne tudi transkriptomske spremembe v materini periferni krvi, s 
katerimi bi bilo možno zaznati sistemske učinke vaginalnega mikrobioma. Medtem ko so 
nedavne raziskave dokazale vpliv črevesnega mikrobioma in produktov bakterij na 
hematopoetični sistem, vključno s sistemskim vnetjem (Manzo in Bhatt, 2015), je interakcija 
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med vaginalnim mikrobiomom in gostiteljevim hematopoetičnim sistemom še v veliki meri 
neraziskana. Sedanje transkriptomske raziskave materine periferne krvi, ki so bile izvedene 
z namenom pojasniti patološke mehanizme in fiziološke procese povezane s PP, so zaznale 
pomembne razlike v spremenjenem izražanju genov udeleženih predvsem v vnetnih in 
imunoloških bioloških poteh (Heng in sod., 2014, 2016; Paquette in sod., 2018b), vendar pa 
se niso dotaknile morebitne povezave med transkriptomskim profilom in podtipom 
vaginalnega mikrobioma ali določenimi bakterijskimi vrstami. 
 
Na podlagi izsledkov dosedanje znanstvene literature lahko predvidevamo, da je sistemski 
vnetni proces morebitni osrednji mehanizem PP povzročenega z mikroorganizmi, ki bi ga 
bilo mogoče zaznati tudi v periferni krvi. Dokazano je bilo, da spremembe vaginalnega 
mikrobioma lahko povzročijo vertikalno bakterijsko okužbo preko cerviksa in vse do 
plodovih membran in decidue (Romero in sod., 2014a). Mikroorganizme in njihove produkte 
(peptidoglikan, lipopolisaharide), oziroma s patogeni povezane molekulske vzorce (angl. 
pathogen associated molecular patterns, PAMP), v vaginalnem epiteliju zaznajo Toll-u 
podobni receptorji (angl. Toll-like receptor, TLR) in pa ostali vzročno prepoznavni 
receptorji (angl. pattern recognition receptor, PRR), kar posledično povzroči: (1) 
spodbujeno izločanje proteaz, ki vodijo do razgradnje zunajceličnega matriksa plodovih 
membran, in/ali (2) sprožitev gostiteljevega vnetnega odziva ter z njim povečano 
proizvodnjo kemokinov (IL8, CCL2), citokinov (IL1-ß in TNF-α), prostaglandinov in 
celičnih adhezijskih molekul (Witkin, 2015). Opisani dogodki posledično vodijo do 
privabljanja in vpoklica (angl. recruiting) ostalih imunskih celic, kot so nevtrofilci in 
naravne celice ubijalke (NK), povečane kontraktilnosti maternice in pa predčasne sprožitve 
običajne poti poroda (Agrawal in Hirsch, 2012). Dodatno je bilo predpostavljeno, da 
materini levkociti krožijo skozi gestacijska tkiva, vključno z amnionom, horionom, 
miometrijem in endometrijem ter se odzivajo na signale omenjenih tkiv s spremembo 
genskega izražanja, ki ga lahko zaznamo v polni periferni krvi (Heng in sod., 2016).  
 
Vezano na obstoječe dokaze smo se odločili preučiti značilnosti vaginalnega mikrobioma 
nosečnic pred porodom in raziskati njegovo povezanost s PP in morebitnim sistemskim 
odzivom. Zanimalo nas je ali je mikrobiom vagine lahko pomemben biološki označevalec 
(biomarker) za PP, hkrati pa preučiti tudi sočasne spremembe transkriptoma gostitelja, ki bi 
lahko bile značilne za določen mikrobiomski profil. Z ozirom na veliko število genov, 
signalov in procesov, ki sodelujejo pri procesu PP ter do danes nepopolnega razumevanja 
molekularnih dogodkov med porodom, globalni visoko-zmogljivi pristopi predstavljajo 
optimalno strategijo za raziskovanje PP. Iz tega razloga smo za preučevanje vzrokov in 
mehanizmov PP na več nivojih uporabili tehnologije sekvenciranja naslednje generacije 
(NGS), vključno s 16S sekvenciranjem ribosomskega RNA (rRNA) gena in RNA-
sekvenciranjem celotnega transkriptoma. Navedena pristopa nam omogočata iskanje 
bioloških označevalcev iz različnih bioloških domen, ki bi v kombinaciji potencialno 
zagotavljali večjo napovedno moč, ter odkrivanje novih bolezenskih mehanizmov PP, kot je 
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še neraziskano uravnavanje imunskega sistema preko vaginalnega mikrobioma. Naša 
raziskava je prva, ki je z uporabo visoko-zmogljivih tehnologij sekvenciranja, ustvarila 
globalne podatke vaginalnega mikrobioma in transkriptoma iste kohorte preiskovank. 
 
1.2 NAMEN RAZISKAVE 
 
Namen sedanje raziskave je ugotoviti povezavo med bakterijskimi profili in/ali določenimi 
bakterijskimi vrstami vaginalnega mikrobioma v nosečnosti in PP. Prav tako želimo 
ugotoviti, ali je morebitni spremenjeni mikrobiomski profil povezan s sistemskimi 
posledicami, ki jih lahko ugotovimo z globalno transkriptomsko analizo v materini periferni 
krvi, z metodo RNA-sekvenciranja. Na ta način želimo prispevati nova znanja o morebitnih 
bioloških označevalcih in dodatnih dejavnikih, ki privedejo do PP. 
 
1.3 RAZISKOVALNE HIPOTEZE  
 
V okviru doktorske naloge smo postavili in preverili naslednji hipotezi:  
• Z analizo vaginalnega mikrobioma bomo ugotovili razlike v sestavi med slovenskimi 
nosečnicami, ki so rodile pred 37. tednom nosečnosti in nosečnicami, ki so rodile ob 
predvidenem terminu poroda. 
• Razlike v sestavi vaginalnega mikrobioma so povezane s specifičnim globalnim 
ekspresijskim profilom v materini periferni krvi. 
 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 EPIDEMIOLOGIJA PREZGODNJEGA PORODA 
 
V Združenih državah Amerike je bila incidenca PP ocenjena na 10-11 %, v Evropi znaša 
5,5-10 % in globalno 11-13 % (Hallman in sod., 2019). V Sloveniji je bila v letu 2010 
incidenca PP ocenjena na 7,2 % (Zeitlin in sod., 2013), kar je v skladu z evropskim 
povprečjem. Kljub temu da se je v zadnjih desetletjih zaradi tehnološkega in farmakološkega 
napredka povečalo preživetje nedonošenčkov, incidenca prezgodnjih rojstev ostaja pereč 
problem (Muglia in Katz, 2010), predvsem zaradi naraščajoče starosti mater, naraščajočega 
števila večplodnih nosečnosti kot posledica postopkov oploditve z biomedicinsko pomočjo 
in sočasnega porasta indiciranih PP. 
 
2.2 ETIOLOGIJA PREZGODNJEGA PORODA 
 
Etiologija PP je heterogena in multifaktorska ter iz omenjenih razlogov v veliki meri še 
nepojasnjena. Molekularni in fiziološki procesi tako med terminskim kot PP namreč hkrati 
obsegajo različna tkiva in v končni fazi običajno vključujejo kontrakcije maternice, 
spremembe cerviksa in pretrganje (rupturo) plodovih membran (Romero in sod., 2014a). 
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Epidemiološki podatki kažejo, da so v vzroke PP vpleteni kompleksni genetski, okoljski in 
sociodemografski dejavniki. Tako polovico vseh spontanih živih prezgodnjih rojstev 
opazimo pri nosečnicah s predpostavljeno nizkim tveganjem za PP (Zeitlin in sod., 2013).  
 
Več kot 70 % PP je spontanih (Elovitz in sod., 2019; Goldenberg in sod., 2009) in okoli 30 
% PP je medicinsko pogojenih, zaradi številnih različnih bolezenskih stanj (Romero in sod., 
2014a) pri nosečnici, plodu ali obeh. Le-ta vključujejo preeklampsijo, intrauterino okužbo, 
cervikalno insuficienco, razvojne nepravilnosti maternice, polihidramnij in malformacije 
ploda (Romero in sod., 2006).  
 
Tako lahko PP delimo na:  
• spontani idiopatski (okoli 45 %) (Goldenberg in sod., 2009) 
• spontani, povezan s predčasnim prezgodnjim razpokom plodovih ovojev (angl. 
preterm premature rupture of membranes, PPROM) (okoli 25 %) (Goldenberg in 
sod., 2009) 
• iatrogen ali indiciran zaradi materinih komorbidnosti ali zapletov pri plodu (okoli 30 
%) 
 
Poleg naštetih so bili številni dejavniki kot so tvegana vedenja matere (kajenje), infekcija, 
peridontalna bolezen, večplodna nosečnost, skrajšana dolžina materničnega vratu, predhodni 
PP, mlada ali napredovana starost matere, oploditev s tehnologijo asistirane reprodukcije 
(ART), skrajni indeksi telesne mase (ITM), rasa/etničnost in nižji socioekonomski položaj 
predhodno poročani kot dejavniki tveganja za PP (Goldenberg in sod., 2009).  
 
Temeljni vzroki, predvsem za spontani PP (sPP), do danes niso povsem razumljeni. Sedanja 
presejalna orodja za prepoznavanje nosečnic z visokim tveganjem za sPP vključujejo oceno 
kliničnih dejavnikov tveganja (Dekker in sod., 2012), merjenje dolžine materničnega vratu 
(Care in sod., 2014) in odsotnost fFN v cervikovaginalni tekočini (Duhig in sod., 2009). Ta 
orodja so rutinsko manj uporabna, saj so omejena z nizko občutljivostjo ali specifičnostjo. 
Dolžina materničnega vratu napove spontani PP s specifičnostjo 33-54 % in občutljivostjo 
73-91 % (Leitich in sod., 1999), cervikovaginalni fibronektin napove sPP pri 
asimptomatskih preiskovankah s specifičnostjo 85-90 % in občutljivostjo 59-71 % (Dekker 
in sod., 2012). Prav tako so sedanji načini zdravljenja in preprečevanja (uporaba 
progesterona, antibiotikov), uporabni le za določene podskupine nosečnic (Fonseca in sod., 
2007; Meis in sod., 2003). Posledično so farmakološki pristopi usmerjeni predvsem na 
terciarne ukrepe - na zgodnje zaznavanje hitro bližajočega se PP in zdravljenj, ki zamaknejo 
ali preprečijo ZPP, ali pa pospešijo razvoj ploda (Hallman in sod., 2019): 
 
• Antibiotiki (v kombinaciji s kortikosteroidi) in probiotiki lahko podaljšajo trajanje 
nosečnosti po PPROM, vendar ni bilo dokazano, da bi zmanjšali splošno tveganje za 
sPP) (Kenyon, S. in sod., 2013; Ruiz in sod., 2016).  
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• Tokolitiki umirijo kontrakcije maternice in lahko podaljšajo nosečnost za nekaj dni; 
do začetka delovanja antenatalnih steroidov (Haas in sod., 2012). Nesteroidna 
protivnetna zdravila so učinkovita, vendar imajo resne stranske učinke. Antagonisti 
oksitocina in blokatorji kalcijevih kanalčkov veljajo za varne farmakološke ukrepe 
za podaljšanje nosečnosti (Haas in sod., 2012). 
• Po podatkih meta-analize (Romero in sod., 2018) je vaginalni progesteron (P4) 
učinkovito sredstvo za podaljšanje nosečnosti, zmanjšanje verjetnosti PP in 
novorojenčkove obolevnosti, vendar le v redkih primerih, kjer je prisoten sindrom 
kratkega materničnega vratu (cerviks < 0.25 cm pred polovico nosečnosti). 
Nasprotno pa v nedavni raziskavi progesteron ni pokazal ugodnih učinkov na PP in 
postnatalne izide (Norman in sod., 2016). Vprašanje progesteronske terapije tako 
ostaja kontroverzno, vključno z definicijami kliničnega fenotipa/indikacije, 
odmerjanja, poti administracije, začetka in trajanja zdravljenja.  
 
V zadnjem času se raziskave usmerjajo v iskanje novih bioloških označevalcev, kot so lažje 
dostopni krvni označevalci; vzorec krvi je odvzet nosečnici že kot del standardne prenatalne 
oskrbe.  
 
2.3 GENETSKI DEJAVNIKI PREZGODNJEGA PORODA 
 
Številni znaki kažejo na pomembno vlogo genetskih dejavnikov pri PP: 
 
• Agregacija v družinah (Clausson in sod., 2000; Svensson in sod., 2009), vključno z 
opažanji, da je tveganje povišano pri materah, ki so že imele predhodni PP (3-6-krat 
višje) (Muglia in Katz, 2010), posameznicah, ki so same prezgodaj rojene ter pri 
sestrah posameznic, ki so bile prezgodaj rojene).  
 
• Mere heritabilitete - vpliv dednosti na PP, temelječ na raziskavah dvojčkov in 
raziskavah družin z več prizadetimi člani, je bil ocenjen na 15-40 % (Clausson in sod., 
2000; Kistka in sod., 2008; Wu in sod., 2015; York in sod., 2013). 
 
• Odkritje genov in številnih polimorfizmov povezanih z dovzetnostjo za PP (Sheikh 
in sod., 2016) 
 
• Razlike v pojavnosti PP med različnimi rasami (Kistka in sod., 2007), kar je lahko 
povezano tudi z razlikami v frekvencah alelov povezanih s povečanim tveganjem. 
 
Vpliv dednosti vključuje predvsem prispevke materinega genoma, z manjšimi prispevki 
genoma ploda (Lunde in sod., 2007; Rappoport in sod., 2018; Wilcox in sod., 2008). Do 
danes so v povezavi s PP preiskovali predvsem pogoste različice oz. polimorfizme, 
kombinacija katerih lahko skupaj z drugimi vzročnimi dejavniki sinergistično ali aditivno 
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poveča tveganje za spontani PP. Dosedanje raziskave kandidatnih genov so bile posledično 
osredotočene predvsem na gene, ki vplivajo na mišične kontrakcije maternice, placentalno 
funkcijo, aktivnost hormonov nujnih za vzdrževanje nosečnosti, odgovor na okoljske toksine 
in gene, ki sodelujejo v prirojenem imunskem odzivu (citokini, matriksne metaloproteinaze). 
Vendar kljub številnim raziskavam, ki so v povezavi s PP preučevale številne polimorfizme 
v različnih genih, genetskega dejavnika, ki bi bil povezan z visokim tveganjem za PP, še 
niso odkrili. Prav tako rezultati večinoma niso bili ponovljeni v neodvisnih raziskavah, 
preučevane populacije niso bile homogene, klinične definicije PP nekonsistentne, raziskave 
so obsegale različne etičnosti in majhne kohorte preiskovank, poročani rezultati na 
genomskem nivoju pa so pogosto dosegli le mejno statistično značilnost (Hočevar in sod., 
2018). 
 
Raziskave celotnega genoma so izpostavile nekaj kandidatnih genov, ki so udeleženi v rasti, 
diferenciaciji, endokrini funkciji, imunosti in drugih mehanizmih obrambe ter še posebej pri 
oblikovanju endometrija in vaskularizaciji placente. Doslej najobsežnejša asociacijska 
raziskava PP na ravni celotnega genoma (angl. genome-wide association studies, GWAS) 
(Zhang, G. in sod., 2017) je odkrila močno povezavo treh genov s PP v kohorti 43.568 
Evropejk; selenocistein-specifični faktor (EEFSEC), ki vpliva na sintezo selenoproteinov in 
s tem na antioksidativno obrambo ter modulacijo vnetnih odzivov, gen AGTR2 kodira tip 2 
angiotenzin II receptorja in ima pomembno vlogo pri modulaciji uteroplacentalne cirkulacije 
ter gen EBF1, ki kodira protein udeležen v B-celičnem razvoju, dodatno pa je bil povezan z 
uravnavanjem krvnega tlaka (Ehret in sod., 2011; Zhang, G. in sod., 2017). Poleg 
omenjenega so avtorji poročali, da je s pogostimi različicami materinega genoma možno 
pojasniti le 23 % fenotipske raznolikosti v omenjeni kohorti (Zhang, G. in sod., 2017). 
 
Nedavne raziskave eksomskega sekvenciranja, izvedene z namenom prepoznati redke-
visoko penetrantne različice, ki bi se pojavljale v družinah z več člani s PP, so odkrile še 
številne druge potencialne kandidatne gene in različice v njih, ki bi lahko pripomogle k 
odkritju bioloških poti, ki predisponirajo za PP. Tako je prva opravljena raziskava 
sekvenciranja celotnega eksoma (angl. whole exome sequencing, WES) pri idiopatskih 
primerih PP (10 mater, ki so doživele več sPP in njihove prizadete družine, vključujoč dva 
para mati-hči) na podlagi odkritih redkih potencialno patogenih različic ugotovila pot 
komplementa in koagulacijsko kaskado med najvišje uvrščenimi potmi, ki bi lahko bile 
vpletene v patofiziologijo PP (McElroy in sod., 2013). V drugi WES raziskavi 76-ih 
novorojencev, rojenim Američankam, ki so doživele PPROM-sPP, je bilo odkrito, da geni, 
ki negativno uravnavajo prirojeni imunski odziv (PRR, inflamasomi) gostitelja (NOD2, 
NLRP10, MBL2, CARD6, DEFB1, FUT2) ali kodirajo proteine obrambe proti mikrobom 
(defenzini, laktoferin), vsebujejo redke patogene različice, ki bi potencialno lahko okrepile 
vnetje fetalnih membran in posledično vodile v PPROM-sPP (Modi in sod., 2017b). Odkrite 
patogene različice v genih, ki kodirajo mediatorje udeležene v prirojenem imunskem odzivu, 
podpirajo koncept osrednje vloge vnetja pri patofiziologiji PP. Druga usmerjena WES 
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raziskava, ki je vključevala 49 Afroameričank (AA) s PPROM-sPP, je odkrila redke 
patogene različice v genih, ki kodirajo fibrilarne kolagene (FKBP10, COL1A2, COL1A1, 
COL5A1) (Modi in sod., 2017a). V sledeči WES raziskavi, ki je vključevala 17 mater finske 
narodnosti iz sedmih družin z več člani, ki so doživeli PP, so ugotovili, da je pot 
glukokortikoidnega receptorja obogatena z redkimi patogenimi različicami, med njimi sta 
bili različici v genu HSPA1L in različica v genu WNT replicirani v kohorti 93 danskih parov 
sester in dveh triadah sester, vseh z zgodovino PP (Huusko in sod., 2018). 
 
2.4 MIKROBIOM 
 
Mikrobiom je definiran kot celotna skupnost vseh mikroorganizmov in njihovega genoma v 
določenem okolju. Človeški mikrobiom vključuje skupno skoraj več kot 10.000 različnih 
vrst mikroorganizmov (Lloyd-Price in sod., 2016), med njimi viruse, glive, bakterije in 
praživali (Sender in sod., 2016). Ti simbionti imajo visoko encimatsko aktivnost in zmožnost 
izražanja 10-krat več unikatnih genov kot človeški genom ter imajo ključno vlogo pri 
številnih vidikih gostiteljeve fiziologije (Belkaid in Hand, 2014; Ley in sod., 2006). 
Ocenjujejo, da je celotno število komenzalnih nepatogenih bakterij, ki naseljujejo samo naše 
črevesje 380.000 bilijonov (70 kg težak moški) (Sender in sod., 2016). 
 
Metode za analizo bakterijskih skupnosti vključujejo metode gojenja, ki so omejene le na 
določene bakterijske vrste ter so časovno zamudne. Razvoj tehnologij NGS v zadnjih 
desetletjih je omogočil natančnejši in celovitejši vpogled v mikrobno etiologijo številnih 
bolezenskih stanj. NGS tehnologije omogočajo dostopno in hitro pridobitev informacij ter 
sekvenciranje in identifikacijo tudi vrst, ki jih ne moremo gojiti. Običajno se uporabljata dva 
pristopa: sekvenciranje gena 16S rRNA in metagenomsko sekvenciranje celotnega genoma 
(angl. whole genome sequencing, WGS) (Jovel in sod., 2016). Sekvenciranje genov 16S 
rRNA omogoča razvrstitev bakterij po rodu in vrstah na podlagi edinstvenih sprememb 
baznih parov, ki jih vsebujejo hipervariabilna področja gena, ki kodira 16S rRNA (Yarza in 
sod., 2014). Poleg variabilnih regij vsebuje 16S rRNA gen tudi visoko ohranjene regije, ki 
so identične pri skoraj vseh bakterijah, kar omogoča pomnožitev 16S rRNA genov 
raznolikih bakterij z enim parom PCR oligonukleotidnih začetnikov (angl. primers). 
 
Sekvence WGS imajo višjo ločljivost in omogočajo natančnejšo razvrstitev bakterijskih vrst 
in sevov, kot tudi odkrivanje novih bakterijskih genov in genomov (Franzosa in sod., 2015). 
Poleg tega lahko sekvence WGS priskrbijo informacije o presnovnih funkcijah bakterij, kar 
omogoča tudi prepoznavanje mehanizmov, ki potencialno prispevajo k določeni patogenezi 
(Jovel in sod., 2016). Vendar pa je preiskava WGS v primerjavi s sekvenciranjem 16S 
bistveno dražja in bioinformatsko zahtevnejša, zaradi česar se tehnika 16S rRNA pogosteje 
uporablja. Dodatne metode za preučevanje vloge in funkcije mikrobov vključujejo še 
metatranskriptomiko, metabolomiko, proteomiko in uporabo živalskih modelov brez 
mikrobov.  
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Mikrobne skupnosti so močno povezane z zdravjem gostitelja, saj vplivajo na njegovo 
presnovo (Turnbaugh in sod., 2006), imunski sistem, obrambo pred patogeni (Belkaid in 
Hand, 2014) in na gostiteljev endokrini sistem (Neuman in sod., 2015). Raziskave na miših, 
ki so se skotile in so jih nadalje gojili v popolni ali relativni odsotnosti bakterij, so pokazale, 
da so različne bakterijske skupnosti bistvenega pomena za normalno gostiteljevo fiziologijo 
imunskega sistema in razvoja (Hooper in sod., 2012). Sterilne miši so kazale številne 
nepravilnosti, vključno s spremenjenim metabolizmom, vedenjem, sestavo telesne mase, 
imunskim sistemom in prebavili (Chung in sod., 2012; Hooper in sod., 2012; Neufeld in 
sod., 2011). Neravnovesje v sestavi črevesnega mikrobioma pri človeku je bilo povezano s 
številnimi bolezenskimi stanji kot so kronična vnetna črevesna bolezen (Knights in sod., 
2013), revmatoidni artritis (Scofield, 2014), debelost in sladkorna bolezen tipa II (Hartstra 
in sod., 2015), maščobna bolezen jeter (Arslan, 2014), depresija (Dash in sod., 2015), 
Alzheimerjeva bolezen (Bhattacharjee in Lukiw, 2013), Parkinsonova bolezen (Gilbert in 
sod., 2016), atopijski dermatitis (Paller in sod., 2019), kolorektalni rak (Wirbel in sod., 2019) 
in motnje avtističnega spektra (Liu in sod., 2019). Čedalje več dokazov povezuje sestavo 
vaginalnega mikrobioma z reproduktivnim zdravjem in bolezenskimi stanji tako matere kot 
ploda, vključno z nekaterimi večjimi zapleti v nosečnosti, kot so intrauterina omejitev rasti 
(IUGR), PPROM in PP (Kenyon, C. in sod., 2013). 
 
2.5 VAGINALNI MIKROBIOM IN NJEGOVA POVEZAVA S PREZGODNJIM 
PORODOM 
 
Več dokazov podpira vlogo materinega vaginalnega mikrobioma kot možnega dejavnika 
tveganja za PP. Predvsem se domneva, da je 40-50 % PP posledica materine okužbe in vnetja 
(Agrawal in Hirsch, 2012; Goldenberg in sod., 2002; Lamont in Sawant, 2005). Predhodne 
raziskave so pokazale, da vertikalna pot iz nožnice preko materničnega vratu v maternico 
predstavlja najpogostejši vzrok bakterijske okužbe (Romero in sod., 2014a). Bakterije lahko 
izzovejo deciduitis (kronično vnetje endometrija) in horioamnionitis (vnetje plodovih 
ovojnic) ali pa vstopijo v amnijsko votlino, v kateri se nahaja plod. Takoj po prehodu 
amnijskih membran, bakterije in njihove produkte zaznajo PRR receptorji, kar povzroči 
tvorbo pro-vnetnih citokinov, kemokinov, prostaglandinov in proteaz ter posledično privede 
do kontrakcij miometrija. Poleg tega lahko vnetna kaskada vodi do preoblikovanja in 
uničenja plodovih membran (Agrawal in Hirsch, 2012; Romero in sod., 2014a; Witkin, 
2015). Hematogena diseminacija je bila predlagana kot alternativna pot intrauterine okužbe, 
saj so bile bakterije, ki so udeležene v periodontalni bolezni (ustni mikrobiom), najdene tudi 
v plodovnici (Fardini in sod., 2010). Kljub številnim raziskavam prisotnost mikrobioma 
posteljice ostaja kontroverzna. V nasprotju s predhodno uveljavljeno hipotezo, da je 
posteljica sterilna, so nedavne raziskave z molekularnimi tehnikami izolirale bakterijske 
skupnosti in njihove gene iz tkiva posteljice, amnijske tekočine, fetalnih membran in 
fetalnega gastrointestinalnega trakta zdravih nosečnosti (Aagaard in sod., 2014). V luči 
predstavljenih ugotovitev so znanstveniki predlagali, da se pridobivanje mikrobiomov začne 
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že v maternici (Perez-Muñoz in sod., 2017). Predlagane so bile tri možne poti vstopa bakterij 
v posteljico: preko oro-fetoplacentalne, gastrointestinalno-fetoplacentalne in pa 
genitourinarne-fetoplacentalne poti (Kuperman in Koren, 2016). Nedavna raziskava je 
ovrgla obstoj mikrobioma posteljice, vendar pa je potrdila prisotnost posameznih patogenih 
bakterij v tkivu posteljice, vključno z vrsto Streptococcus agalactia (de Goffau in sod., 
2019).  
 
Povezava med vaginalno bakterijsko raznolikostjo in PP je že bila dokazana (Hyman in sod., 
2014). Nedavna odkritja z NGS tehnologijami, neodvisnimi od gojenja v kulturi, so 
predlagala vzročno vlogo celostne sestave vaginalnega mikrobioma pri razvoju PP, čeprav 
so bile ugotovitve različnih raziskav deloma nasprotujoče in večinoma etnično odvisne 
(Blostein in sod., 2019; Callahan in sod., 2017a; DiGiulio in sod., 2015; Elovitz in sod., 
2019; Kindinger in sod., 2017; Kosti in sod., 2020; Romero in sod., 2014b; Stafford in sod., 
2017; Stout in sod., 2017; Tabatabaei in sod., 2018). Vloga vaginalnega mikrobioma v 
etiologiji PP tako ostaja nerazjasnjena. Vendar pa so obstoječe raziskave (Callahan in sod., 
2017a; Elovitz in sod., 2019; MacIntyre in sod., 2015; Ravel in sod., 2010) nedvoumno 
potrdile, da imajo rasne razlike v sestavi vaginalnega mikrobioma pomembno vlogo pri 
odkrivanju povezav. Poleg etničnosti so bili različni zaključki o vlogi vaginalnega 
mikrobioma pri razvoju PP lahko doseženi zaradi naslednjih razlogov: (1) različne definicije 
PP, (2) različna merila vključevanja (od nizko tveganih PP do medicinsko indiciranih in 
visoko rizičnih PP), (3) majhna moč raziskav, (4) različni protokoli raziskav (vzorčenje pri 
različnih gestacijskih starostih, različno mesto vzorčenja), (5) različne metode izolacije 
bakterijske DNA, (6) različne tehnologije sekvenciranja in (7) različno izbrane regije 16S 
rRNA gena za sekvenciranje. Preglednica 1 povzema glavne ugotovitve raziskav 
sekvenciranja, ki so preučevale vpliv vaginalnega mikrobioma na PP.  
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Preglednica 1: Pregled raziskav sekvenciranja, ki so preučevale vpliv vaginalnega mikrobioma na PP.  
AA, Afroameričanke; BV, bakterijska vaginoza; CST podtip bakterijske skupnosti; PP, prezgodnji porod; PPROM, predčasni prezgodnji razpok plodovih ovojev; 
TP, terminski porod; t. n., teden nosečnosti; sPP, spontani PP. 
 
Table 1: Overview of sequencing studies examining the impact of the vaginal microbiome on PP. 
AA, African Americans; BV, bacterial vaginosis; CST community state type; PP, preterm birth; PPROM, preterm premature rupture of membranes; TP, term delivery; 
t. n., week of gestation; sPP, spontaneous PP. 
 
Referenca Št. Preiskovank/ 
Definicija PP/ 
Metoda/ Regija 
Populacija Ugotovitev Čas vzorčenja 
Mesto vzorčenja 
(Hyman in sod., 
2014) 
- PP = 17, TP = 66  
- PP < 37 t. n. 
- sekvenciranje 
16S rRNA gena 
po Sangerju 
AA, Azijke, belke, 
Latinskoameričanke, drugo 
- Raznolikost vaginalnega mikrobioma med nosečnostjo je 
povezana s PP 
- Bakterije, ki jih ne moremo kultivirati, imajo pomembno 
vlogo 
- Etničnost in mesto vzorčenja sta pomembni spremenljivki 
- vsak trimester, če je 
bilo mogoče 
- zadnji forniks vagine 
(Romero in sod., 
2014b)  
- PP = 18, TP = 72 
- 20-34 t. n. 
- 16S rRNA 
pirosekvenciranje 
AA, belke, drugo - Taksonomska sestava in številčnost bakterijskih vaginalnih 
združb se ni razlikovala med nosečnicami, ki so rodile 
prezgodaj in tistimi, ki so rodile ob terminu 
- vsake 4 tedne do 
24. tedna, 
nato vsaka 2 tedna  
- zadnji forniks vagine 
(DiGiulio in sod., 
2015) 
- PP = 15, TP = 34 
- PP < 37 t. n. 
- 16S rRNA 
pirosekvenciranje V3-
V5 
belke, Azijke, prebivalke 
Pacifika, AA, Indijanke, 
črnke 
- Prevalenca Lactobacillus-osiromašenih bakterijskih skupnosti 
CST IV je bila obratno povezana z gestacijsko starostjo ob 
porodu 
- Tveganje za PP je še večje za CST IV in zvišane rodove 
Gardnerella in Ureaplasma 
- tedensko 
- vagnalni bris 
 
(Subramaniam in 
sod., 2016) 
- PP = 20, TP = 20 
- PP < 35 t. n. 
- 16S rRNA 
sekvenciranje V4 
AA, 
belke 
 
- Mikrobiota se ni razlikovala glede na raso in gestacijsko 
starost ob porodu 
- Zaznana (statistično neznačilna) povezava med določenimi 
mikrobnimi skupnostmi in PP 
- 21+0-25+6 t. n. 
- mukus 
ektocerviksa 
in zadnji forniks vagine 
 
(Nelson in sod., 
2016) 
- PP = 13, TP = 27  
- PP < 37 t. n. 
- 16S rRNA 
sekvenciranje V4 
AA  - Manjša bakterijska raznolikost z nižjo zastopanostjo 
Coriobacteriaceae, Sneathia, Prevotella in Aerococcus pri PP 
v primerjavi s TP 
 - Shannonov indeks raznolikosti ni bil statistično značilno 
različen med skupinama  
- 1. bris: 
9-16 t. n., 2. bris 
20-24 t. n. 
- samostojno zbrani 
vaginalni bris 
 
    se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 1 
Referenca Št. Preiskovank/ 
Definicija PP/ 
Metoda/ Regija 
Populacija Ugotovitev Čas vzorčenja 
Mesto vzorčenja 
(Kindinger in 
sod., 2017) 
- PP = 34, TP = 127 
- PP < 37 t. n. 
- 16S rRNA 
sekvenciranje V1-V3 
belke, Azijke, črnke - Dominanca L. iners kot dejavnik tveganja za PP, dominanca 
L. crispatus protektivna  
- PP ni bil povezan z disbiozo 
- 16. t. n. 
- zadnji forniks vagine 
 
(Stafford in sod., 
2017) 
- PP = 26, TP = 107 
- PP < 37 t. n. 
- 454 pirosekvenciranje 
V1-V3 in V3-V5 
AA - Dominanca L. jensenii in znižane vrednosti laktata in/ali 
sukcinata lahko povišajo tveganje za PP 
- Prevlada L. crispatus/gasseri protektivna za PP povzročen z 
vnetjem 
- serijski vzorci 
- bočna stranska stena 
vagine 
 
(Callahan in sod., 
2017a) 
- PP = 50, TP = 85 
- PP < 37 t. n. 
- 16S rRNA 
sekvenciranje V4 
belke, črnke, Azijke, 
ameriške Indijanke, 
prebivalke Pacifika 
- Ponovno dokazana povezava med PP in nižjo Lactobacillus 
ter višjo Gardnerella zastopanostjo, v kohorti z nizkim 
tveganjem 
- L. crispatus je povezan z nizkim tveganjem za PP, povezava 
L. iners s PP ni bila potrjena 
- Podvrste Gardnerella vaginalis so povezane s PP  
- tedensko 
- midvaginalna stena 
vagine 
 
(Stout in sod., 
2017) 
- PP = 24, TP = 53 
- PP < 37 t. n. 
- 16S rRNA 
sekvenciranje  
- V1V3 in V3V5 
AA - Statistično značilen upad bogatosti in raznolikosti med prvim 
in drugim trimesečjem je povezan s PP  
- PP je povezan z nestabilnostjo vaginalnega mikrobioma v 
primerjavi s TP 
- serijski vzorci 
- lateralna stena vagine 
 
(Freitas, A. C. in 
sod., 2018) 
- PP = 46, TP = 70 
- PP < 37 t. n. 
- pirosekvenciranje 
cpn60 
belke, vzhodne Azijke, 
južne/ jugovzhodne 
Azijke, 
Latinskoameričanke, drugo 
- Posamezen takson ali CST, ki bi napovedal PP ni bil odkrit  
- Večja bogatost, raznolikost in prevalenca Mollicutes je 
povezana s sPP 
- 16 t. n. 
- samostojno zbrani 
vaginalni bris 
 
(Tabatabaei in 
sod., 2018) 
- ZPP = 17 (< 34 t. n.), 
PPP = 77 (34-36 t. n.), 
TP = 356 
- 16S rRNA 
sekvenciranje V4 
 
Evropejke, belke, črnke, 
AA, vzhodne Azijke, južne 
Azijke, Arabke, 
južne/srednje Američanke, 
Kanadčanke, staroselke, 
drugo 
- Oligotipi L.gasseri/L.johnsonii, L.crispatus/L.acidophilu, 
L.iners/Ralstonia solanacearum in Bifidobacterium 
longum/Bifidobacterium breve so povezani z zmanjšanim 
tveganjem za ZPP 
- Z BV-povezan vaginalni CST je povezan z višjim tveganjem 
za ZPP kot CST osiromašen z vrstami Lactobacillus 
- 8+0-13+6 t. n. 
- samostojno zbrani 
vaginalni bris 
 
    se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 1 
Referenca Št. Preiskovank/ 
Definicija PP/ 
Metoda/ Regija 
Populacija Ugotovitev Čas vzorčenja 
Mesto vzorčenja 
(Fettweis in sod., 
2019) 
- PP = 45, TP = 90 
- PP < 37 t. n. 
- 16S rRNA 
sekvenciranje V1-V3 in 
metagenomsko 
sekvenciranje  
Afričanke, 
Evropejke 
- Preiskovanke, ki so rodile prezgodaj so imele statistično 
značilno nižje vrednosti L. crispatus in višje vrednosti BVAB1, 
Sneathia amnii, TM7-H1, Prevotella vrste in 9-ih dodatnih 
taksonov  
- S PP povezani taksoni so povezani z proinflamatornimi 
citokini v vaginalni tekočini 
- longitudinalno ob 
prenatalnem pregledu, 
ob triaži, ob porodu 
- vaginalni bris 
(You in sod., 
2019) 
- kontrole in primeri 
visoko tveganje za PP 
- PP = 44, TP = 14  
- PP = 22+0- 36+6 t. n. 
- 16S rRNA 
sekvenciranje V3-V4 
Korejke - Preiskovanke s PPROM-PP so imele večjo bakterijsko 
bogatost in raznolikost kot PP v odsotnosti PPROM 
- Bogatost in raznolikost nista bili statistično značilno različni 
med TP in PP 
 - Vse nosečnice z Bacteroides in L. crispatus skupnostmi so 
rodile prezgodaj 
- Z Weissella in Bacteroides dominirane skupnosti so povezane 
s TP 
- V razvrstitvi po deležu Lactobacillus, so bile zastopanosti 
Weissella in Rickettsiales povezane z TP, zastopanosti 
Bacteroides in Escherichia-Shigella pa s PP 
- ob prvem sprejemu 
med 22+0 in 36+6 t. n. 
- zadnji forniks vagine 
 
(Elovitz in sod., 
2019) 
- PP = 107, TP = 432 
- PP < 37 t. n. 
- 16S rRNA 
sekvenciranje V3-V4 
pretežno AA, belke, drugo -7 bakterijskih takonov, vključno z Megasphaera, Atopobium, 
in S. sanguinegens je bilo značilno povezanih s povečanim 
tveganjem za sPP, z večjim učinkom pri AA preiskovankah  
- Višje vaginalne koncentracije β-defenzina-2 znižajo 
tveganje za PP, ki je povezan s cervikovaginalno mikrobioto  
- 16-20 t. n. (1. vzorec), 
20-24 t. n. (2. vzorec), 
24-28 t. n. (3.vzorec) 
- cervikovaginalni  
vzorec 
(de Freitas, A. S. 
in sod., 2019) 
-sPP = 23, ne-sPP = 17,  
TP = 29, 
- PP < 33 t. n. 
- 16S rRNA 
sekvenciranje V4 
Brazilke - Ni bilo razlik v raznolikosti 
- Sestava skupnosti specifična za PP, Lactobacillus vrste so 
povezane s TP, neznane Prevotella vrste so bile bolj zastopane 
v PP skupini 
- do štirih ur po začetku 
poroda 
- vaginalni bris 
(Blostein in sod., 
2019) 
- PP = 25,  
TP = 100 
- 16S rRNA 
sekvenciranje V4 
Perujke - Noben CST ni bil povezan s PP  
- Med preiskovankami vzorčenimi pred 12. t. n. je bil z 
Lactobacillus dominiran CST povezan z nižjim tveganjem za 
PP kot bakterijsko bolj raznolik CST 
- Pri nosečnicah, ki so bile vzorčene med 12. in 16. t. n. je 
veljalo obratno 
- povprečno v 9 t. n. 
- vaginalni bris 
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2.6 MEHANIZMI MIKROBIOMA PRI PREZGODNJEM PORODU 
 
Za normalno delovanje obrambnih mehanizmov reproduktivnega trakta je ključna 
interakcija lokalne mikrobiote z gostiteljevim imunskim sistemom. Sposobnost gostitelja, 
da se zaščiti pred patogenimi mikroorganizmi in se hkrati ne odzove na 
simbiotske/komenzalne mikroorganizme, temelji na dvosmerni komunikaciji med imunskim 
sistemom in mikrobioto. Takšno medsebojno delovanje pomaga ohranjati imunsko 
toleranco, ki je še posebej pomembna med nosečnostjo (Sansonetti, 2011). Bakterije pri 
normalni sestavi mikrobiote pomagajo pri imunski zaščiti in obrambi, nasprotno pa disbioza 
(motnja vaginalne mikrobiote) vodi do zmanjšane zaščite sluznice pred patogeni in 
potencialno celo omogoči tvorbo epitelijskih kanalčkov za vdor patogenih bakterij 
(Borgdorff in sod., 2016).  
2.6.1 Lokalni mehanizmi delovanja mikrobioma 
Zvišane vrednosti progesterona in estrogenov med nosečnostjo, kot tudi imunološke 
spremembe, bistveno spremenijo sestavo človeškega vaginalnega mikrobioma proti 
stabilnim mikrobnim skupnostim z nizko vrstno bogatostjo in raznolikostjo, v katerih 
prevladujejo vrste Lactobacillus. Le-te zagotavljajo večjo odpornost in imajo zaščitno vlogo 
proti okužbam genitalnega trakta (Aagaard in sod., 2012; MacIntyre in sod., 2015). Znano 
je, da vrste Lactobacillus uravnavajo odziv matere na okužbo in zmanjšujejo vnetje z 
inhibicijo provnetnih citokinov (Witkin in Linhares, 2017). Dodatno s kislimi presnovki 
(mlečna kislina, vodikov peroksid) ohranjajo nizek pH, kar zavira kolonizacijo bakterij 
občutljivih na kisline, vključno s črevesnimi aerobi in anaerobi. Za zdrav vaginalni 
mikrobiom je bilo dokazano značilno povečano izražanje defenzinov in specifičnih 
vaginalnih protimikrobnih peptidov, ki preprečujejo vezavo peptidov patogenih bakterij na 
človeške celice (Valore in sod., 2006). Poleg opisanega, komenzalne bakterije ohranjajo 
epitelijske tesne stike in omogočajo stabilno tvorjenje mukusa. Proizvajajo lahko tudi 
presnovke, kot so polisaharidi in kratkoverižne maščobne kisline (SCFA), ki potencialno 
vplivajo na imunski odziv epitelijskih celic in limfocitov T endometrija ali na spremembo 
pH tekočine endometrija, s čimer ustvarijo kompetitivno mikrookolje za patogene bakterije 
(Valore in sod., 2006). 
Ko se vaginalni pH poviša, na primer zaradi okužbe, postane vaginalno okolje bolj dovzetno 
za kolonizacijo z raznovrstnimi mikrobnimi skupnostmi, vključno z vrstami iz rodov 
Gardnerella, Atopobium, Dialister, Peptoniphilus, Lachnospiraceae, Prevotella, 
Bacteroides, Mobiluncus, Mycoplasma in drugih anaerobov (Freitas, A. C. in sod., 2018). 
Čeprav je disbioza asimptomatska pri približno 40 % žensk, lahko povzroči večje tveganje 
za urogenitalne bolezni, vključno z aerobnim vaginitisom (AV) in bakterijsko vaginozo 
(BV) (Kaambo in sod., 2018). Visoka raznolikost vaginalnega mikrobioma je bila povezana 
z BV in predstavlja večje tveganje za spolno prenosljive okužbe, plevično vnetje in zaplete 
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v nosečnosti. Poročali so, da BV poveča tveganje za PP za približno petkrat (Hay in sod., 
1994).  
Ocenjujejo, da so bakterije, značilne za BV, povezane z izražanjem proinflamatornih 
citokinov in kemokinov, ki imajo pomembno vlogo pri sprožitvi PP (Fettweis in sod., 2019). 
Skladno z navedenim je raziskava na celičnih kulturah pokazala, da so določene bakterijske 
vrste zmožne spodbuditi decidualne makrofage k sproščanju proteaz, kar okrepi vnetni odziv 
in potencialno vodi do PP (Alam in sod., 2017). Druga raziskava, izvedena na kulturah 
dendritskih celic (DC), ki predstavljajo pomembno obrambo pred okužbami vaginalne 
sluznice in submukoze, je ugotovila, da bakterije povezane z BV lahko povzročijo zorenje 
DC in zvišajo vrednosti vnetnih citokinov (van Teijlingen in sod., 2020). Opisano 
predstavlja dodaten dokaz, da medsebojno delovanje vaginalnih bakterij z mukoznimi DC 
lahko povzroči vaginalno vnetje. Vaginalne bakterije so že bile poročane kot glavni 
modulator imunskih odzivov gostitelja v cervikovaginalnem traktu (Anahtar in sod., 2015). 
Novejši dokazi odkrivajo povezavo med bakterijami, ki pripadajo vaginalni bakterijski 
skupnosti CST IV (angl. bacterial community state type), za katero je značilna visoka 
raznolikost in nizka zastopanost vrst Lactobacillus, ter gostiteljevim imunskim odzivom 
(Anahtar in sod., 2015). V nasprotju z bakterijsko raznoliko skupnostjo CST IV, CST I 
skupnost, v kateri prevladuje bakterijska vrsta L. crispatus, spodbuja stabilnost vaginalnega 
mikrobioma in je povezana s protektivno vlogo za PP. Skupnost CST III, v kateri prevladuje 
bakterijska vrsta  L. Iners, velja za manj stabilno in najpogosteje preide v tvegano CST IV 
skupnost, zaradi zmanjšane zmožnosti obrambe L. iners pred striktnimi anaerobi (Ravel in 
sod., 2010; De Seta in sod., 2019).  
Ne smemo pozabiti, da poleg prisotnosti patogenov, lahko morebitni vzrok za PP predstavlja 
tudi sterilno vnetje (številne različne molekule (alarmini)), ki jih celice sproščajo med 
celičnim stresom ali smrtjo), pri čemer prirojeni imunski sistem, vključno s TLR-ji, 
prepoznava endogene (angl. damage-associate molecular pattern molecules, DAMP) 
molekulske vzorce, ki nakazujejo poškodbo tkiva (Romero in sod., 2011; Nadeau-Vallée in 
sod., 2016). 
Ni še povsem jasno, ali vnetni proces, ki je posledica vaginalnih bakterijskih skupnosti, 
ostane lokaliziran v genitalnem traktu ali se razširi tudi na materin intravaskularni sistem. 
Hkrati je potrebno celovito razumevanje mikrobne ekologije in genetskih faktorjev, ki 
kontrolirajo dovzetnost infekcije in vnetnega odziva, še posebej v luči dokaza, da interakcije 
gen-okolje lahko vodijo v predispozicijo za PP. Integriran gostiteljev genom in 
metagenomske raziskave bi lahko prepoznale tvegane mikrobne profile ali določene 
bakterijske vrste in pa metabolične poti, ki lahko samostojno ali aditivno doprinesejo k 
tveganju za PP.  
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2.6.2  Sistemski mehanizmi vaginalnega mikrobioma- transkriptom materine krvi 
in prezgodnji porod 
Transkriptom zajema zbirko vseh molekul RNA, ki jih je genom prepisal v določenem tipu 
tkiva ali celice, na določeni stopnji razvoja in v določenem fiziološkem ali patofiziološkem 
stanju. Transkriptomska analiza nam posledično omogoča prepoznati gene, ki so aktivno 
izraženi pri različnih bolezenskih procesih v različnih tkivih in na različnih stopnjah razvoja 
ter določiti njihovo stopnjo izražanja (Casamassimi in sod., 2017). Raziskovanje 
transkriptomskih sprememb v materini periferni krvi med spontanim PP lahko potencialno 
spremeni naše razumevanje molekularnih mehanizmov, ki sodelujejo v tem kompleksnem 
procesu. Kri je lahko dostopen biološki material in preučevanje transkriptomskih sprememb 
v materini krvi zato predstavlja neinvazivno preiskavo. 
 
Tekom celotne nosečnosti lahko v materini krvi zaznamo dinamične spremembe imunskega 
sistema, saj mora le-ta vzpostaviti ravnovesje: ohranjati prirojene in pridobljene mehanizme 
imunosti za zaščito pred mikroorganizmi ter hkrati ohranjati toleranco do semi-alogenskega 
ploda (Erlebacher, 2013; PrabhuDas in sod., 2015). Materine imunske celice imajo tako 
ključno vlogo pri vzdrževanju nosečnosti in njihove spremembe nam lahko nudijo vpogled 
v mehanizme povezane s PP. Dokazano je bilo, da se na začetku nosečnosti število materinih 
monocitov v periferni krvi drastično poveča (Tang in sod., 2015) in le-ti po vdoru v 
maternična tkiva diferencirajo v makrofage, za katere je pri normalni nosečnosti značilen 
imunosupresivni/protivnetni fenotip (Tang in sod., 2015). Razmerje med vnetnimi in 
protivnetnimi makrofagi je pri zapletih v nosečnosti lahko spremenjeno (Brown, M. B. in 
sod., 2014). Podobno je raziskava z visoko zmogljivo masno citometrijo v materini polni 
periferni krvi med nosečnostjo poročala o “imunološki uri”, s katero bi na podlagi sprememb 
imunskih celic lahko napovedali gestacijsko starost ob času vzorčenja (Aghaeepour in sod., 
2017). 
 
V času nosečnosti materina kri kroži skozi maternično (in-utero) okolje, kjer prejema signale 
ploda. Predpostavljeno je bilo, da se materini monociti, limfociti in granulociti, ki krožijo 
skozi gestacijska tkiva, vključno z amnionom, horionom, miometrijem in endometrijem 
(deciduo) ter so izpostavljeni signalom teh tkiv, nanje odzivajo s spremembo genskega 
izražanja in tako predstavljajo biološke »senzorje«, ki zaznavajo fiziološke spremembe v 
maternici (uterusu) med porodom (Heng in sod., 2016). mRNA materine celotne periferne 
krvi delno pripada levkocitom in posledično lahko odraža omenjene fiziološke procese. Pred 
in med porodom, ki velja za lokaliziran vnetni proces, se vrednosti levkocitov, ki krožijo v 
materini krvi, povišajo (Shynlova in sod., 2013) in s tem se poveča tudi njihov vdor v 
miometrij, endometrij (deciduo) in cerviks (Thomson in sod., 1999). Druga predpostavka je, 
da levkociti v materini periferni krvi (monociti/makrofagi) povzročijo in uravnavajo 
fiziološke spremembe med porodom, vključno z vdorom v posteljico, angiogenezo in 
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remodeliranjem tkiv (Brown, M. B. in sod., 2014) ter tako aktivno sodelujejo pri pričetku 
poroda; tako terminskega kot prezgodnjega. 
 
V skladu z opisanim konceptom PP lahko sprožilec, kot je infekcija/vnetje/sterilno 
vnetje/stres povzroči prezgodnjo aktivacijo celic prirojenega in pridobljenega imunskega 
odziva, kar poveča njihovo sposobnost migracije. Bariera med materjo in plodom (decidua) 
privablja aktivirane celice preko sproščanja kemokinov kot so CXCL8, CXCL10, CCL2 in 
CCL5. Levkociti, ki vdrejo preko bariere (decidue), povzročijo prehod protivnetnega v 
provnetno mikrookolje, kar lahko posledično vodi do sprožitve PP (Gomez-Lopez in sod., 
2014) (slika 1). 
 
 
 
Slika 1: Predlagana pot, ki vodi do sprožitve prezgodnjega in terminskega poroda (Gomez-Lopez in sod., 2014) 
 
Figure 1: Proposed pathway leading to the initiation of preterm and term delivery (Gomez-Lopez et al., 2014) 
 
Povečano število levkocitov se je že izkazalo kot napovedni dejavnik PP pri nosečnicah s 
PPROM med 22-im in 27-im tednom nosečnosti (Hill in sod., 2008). Poleg tega je bilo 
dokazano, da je število materinih perifernih levkocitov, ki je v tretjem trimesečju že pri 
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normalno potekajoči nosečnosti povišano, še dodatno povišano pri preeklampsiji (Sacks in 
sod., 1998). S preiskavo pretočne citometrije so bile odkrite fenotipske in presnovne 
spremembe materinih cirkulirajočih granulocitov in monocitov pri PP s PPROM (Gervasi in 
sod., 2002) kot tudi pri PP z intaktnimi membranami (Gervasi in sod., 2001). Pri zadnjem je 
bilo v primerjavi s TP ugotovljeno tudi povečano izražanje označevalcev aktivacije na 
granulocitih in monocitih (CD11b, CD15, CD66), ki sodelujejo pri številnih procesih 
vpletenih v vnetje, vključno s pritrditvijo (adhezijo) levkocitov na endotelijske in epitelijske 
celice ter njihovo transendotelno migracijo in pa medcelično adhezijo nevtrofilcev. Skladno 
z opisanim je bil PP povezan tudi s povečano proizvodnjo citokinske mRNA (Yuan in sod., 
2009). Tudi ex vivo raziskava imonofenotipiziranja perifernih levkocitov nosečnic je 
pokazala, da se materine imunske celice v periferni krvi »pripravijo« na porod (izrazijo 
površinske označevalce za aktivacijo), kažejo kemotaksično odzivnost in migrirajo v 
maternico med in pred porodom (Yuan in sod., 2009; Zhang, J. in sod., 2017).  
 
Povečano število monocitov in granulocitov v materinem sistemskem krvnem obtoku med 
nosečnostjo (Sacks in sod., 1998) predstavlja dodaten dokaz, da so celice prirojenega 
imunskega odziva v aktiviranem fenotipu s povečano funkcionalnostjo, kar vključuje proces 
fagocitoze, respiratorni izbruh ter aktivnost in proizvodnjo citokinov (Sacks in sod., 1998). 
Dokazano je bilo, da se sistemski intravaskularni vnetni odziv še dodatno aktivira ob 
fiziološkem procesu poroda, tako terminskega (Zhang, J. in sod., 2017) kot tudi PP (Paquette 
in sod., 2018b; Zhang, J. in sod., 2017).  
 
Prva longitudinalna raziskava transkriptomskih sprememb materine polne periferne krvi 
tekom normalno potekajoče nosečnosti, ki je vključevala 49 preiskovank (pretežno AA), je 
z ekspresijskimi mikromrežami pokazala edinstvene spremembe izražanja transkriptov 
genov, povezanih z imunostjo, z napredovanjem nosečnosti (Gomez-Lopez in sod., 2019). 
Avtorji so pokazali tudi hkratne spremembe plazemskega proteoma in njegovo povezanost 
z ugotovljenimi transkriptomskimi spremembami mRNA materine polne krvi. Ti biološki 
procesi so vključevali mehanizme obrambe, obrambni odziv na bakterije in glive, 
uravnavanje kostne reabsorpcije in pa migracijo levkocitov. Tudi sorodna raziskava 
(Romero in sod., 2017) je ugotovila dramatične spremembe v plazemskem proteomu vezane 
na gestacijsko starost normalno potekajoče nosečnosti. Odkriti proteini so bili vpleteni v 
fiziološke in patološke procese, kot so uravnavanje rasti, embriogeneza, angiogeneza, 
imunoregulacija in vnetje.  
 
Druga longitudinalna transkriptomska raziskava materine polne periferne krvi 30-ih zdravih 
nosečnic (od prvega do tretjega trimesečja) je z ekspresijskimi mikromrežami ugotovila 
obogatitev genov, ki so udeleženi v antimikrobnih procesih in obrambnih mehanizmih 
imunskega sistema z napredovanjem nosečnosti (Al-Garawi in sod., 2016). Značilno 
obogateni so bili tudi geni povezani z odlaganjem in reorganizacijo kolagena in pa 
ekstracelularnega matriksa, geni povezani z nevtrofilci kot so defenzini, protimikrobni 
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peptid kathelikidin (CAMP) in pa nevtrofilna elastaza (ELANE). Poročali so tudi, da 
materine vrednosti vitamina D vplivajo na transkriptomske profile (Al-Garawi in sod., 
2016).  
 
Skladno z navedenimi ugotovitvami lahko sklepamo, da sistemski imunski odziv, ki ga 
zaznamo v materini polni periferni krvi, odraža tako običajne fiziološke kot tudi patološke 
procese. Zgodnje odkrivanje in natančnejše poznavanje teh sprememb pa bi lahko privedlo 
do odkritja neinvazivnih bioloških označevalcev za zaplete v nosečnosti, vključno s PP. 
 
Gensko izražanje v materini polni krvi zgodaj v nosečnosti je že bilo poročano kot napovedni 
dejavnik za PP tako pri simptomatskih preiskovankah, ki so kazale znake PP (prezgodnje 
kontrakcije maternice) (Heng in sod., 2014; Paquette in sod., 2018b), kot tudi pri še 
asimptomatskih preiskovankah (Heng in sod., 2016), kar kaže na odzivnost materinih 
perifernih levkocitov na patološke spremembe. V krvi asimptomatskih preiskovank, ki so 
pozneje doživele PP, v primerjavi z nosečnicami, ki so rodile ob terminu (Heng in sod., 
2016), so avtorji dokazali konsistentno obogatene mehanizme povezane z vnetjem med 17-
23 ter 27-33 tednom nosečnosti. Meta-analiza, ki je združila podatke iz več neodvisnih 
transkriptomskih raziskav materine periferne krvi, je odkrila 210 genov, ki so bili statistično 
značilno različno izraženi v krvi nosečnic, ki so rodile nedonošenčke. Le-ti so bili udeleženi 
v bioloških poteh povezanih z imunostjo, predvsem so bili pri preiskovankah, ki so rodile 
prezgodaj, obogateni procesi prirojene imunosti, medtem ko so avtorji zaznali zmanjšano 
izražanje genov udeleženih v poteh pridobljene imunosti. Še posebej izražanje genov IL-1R1 
in TFPI je bilo bistveno večje pri preiskovankah, ki so doživele PP, tako zgodaj v nosečnosti 
kot v drugem trimesečju (Vora in sod., 2018). Integrativna globalna analiza (Knijnenburg in 
sod., 2019), ki je združila podatke WGS, RNA-sekvenciranja in metilacije je odkrila, da z 
zgodnjim PP povezane poti vključujejo EGFR in signalne poti prolaktina, poti povezane z 
vnetjem in imunostjo, signaliziranjem kemokinov, IFN-signaliziranjem in pa NOTCH1 
signaliziranjem. Preglednica 2 prikazuje pregled transkriptomskih raziskav PP, ki so 
preučevale izražanje genov v materini periferni krvi. 
Nedavne raziskave so se osredotočile tudi na preiskovanje prostocelične RNA (angl. cell-
free RNA, cfRNA), ki lahko priskrbi informacije o dinamičnih spremembah med nosečnostjo 
iz različnih tkiv tako matere kot ploda. V pilotni raziskavi (Ngo in sod., 2018), ki je 
vključevala 38 nosečnic (25 TP in 13 PP) z visokim tveganjem za PP, je bilo ugotovljeno, 
da je z merjenjem sedmih transkriptov fetalne cfRNA v materini periferni krvi mogoče 
natančno prepoznati matere, ki so rodile prezgodaj, že dva meseca pred porodom. V sorodni 
raziskavi zdravih nosečnic je bilo prepoznanih devet transkriptov cfRNA, s katerimi je bilo 
mogoče napovedati gestacijsko starost s točnostjo, ki je bila primerljiva ultrazvočni 
preiskavi, vendar z bistveno nižjimi stroški (Ngo in sod., 2018).  
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Preglednica 2: Pregled transkriptomskih raziskav prezgodnjega poroda, ki so preučevale izražanje genov v materini periferni krvi.  
PP, prezgodnji porod; PPROM, predčasni prezgodnji razpok plodovih ovojev; TP, terminski porod; t. n., teden nosečnosti; ZPP, zgodnji PP. 
 
Table 2: A review of transcriptomic studies of preterm birth that examined gene expression in maternal peripheral blood. 
PP, premature birth; PPROM, preterm premature rupture of membranes; TP, term delivery; t. n.., week of gestation; ZPP, very preterm birth 
 
Referenca Število preiskovank Vzorčenje Ugotovitve 
(Heng in sod., 
2014) 
PP = 48, TP = 106  
- grozeči PP (kontrole in 
primeri) 
- ekspresijske mikromreže 
- materina polna kri 
- znotraj 48 ur od sprejema, 
pred začetkom kakršnegakoli 
zdravljenja 
- Število skupnih levkocitov in nevtrofilcev je bilo značilno višje (35 % in 41 %) pri 
preiskovankah s PP kot tistih, ki niso rodile znotraj 48 ur od sprejema 
- 469 značilno različno izraženih genov, 20/28 validiranih z qRT-PCR 
- Optimalni model za napoved sPP z 9-imi najbolj različno izraženimi geni skupaj s kliničnimi 
podatki periferne krvi (senzitivnost 70,8 %, specifičnost 75,5 %) 
(Heng in sod., 
2016) 
PP = 51 (T1),  
TP = 114 (T1), 
PP = 47 (T2),  
TP = 114 (T2)  
- nizko tveganje 
- materina polna kri 
- ekspresijske mikromreže  
- 17-23 t. n. (T1) 
- 27-33 t. n. (T2) 
- Klinični dejavniki skupaj z izražanjem v polni kri so bili povezani s sPP pri asimptomatskih 
preiskovankah  
 - 26 različno izraženih genov v tretjem trimesečju med PP in TP (P < 0,1) 
- T1-T2 model, lahko napove sPP s 65 % senzitivnostjo in 88 % specifičnostjo pri 
asimptomatskih nosečnicah, po popravku za zgodovino splava ali anemijo 
(Vora in sod., 
2018) 
-339 vzorcev, 3 raziskave - Meta-analiza - 210 značilno različno izraženih genov med PP in TP 
- Obogatene biološke poti povezane z imunostjo, procesi prirojene imunosti, zmanjšano 
izražanje genov udeleženih v poteh pridobljene imunosti 
(Paquette in 
sod., 2018b) 
- PP = 20, TP = 30 
- materina polna kri in 
periferni monociti 
- RNA-sekvenciranje 
- med 24-34 t. n., 
preiskovanke z znaki poroda 
(glede na kontrakcije 
maternice in dilatacijo 
cerviksa > 4 cm) 
- Kontrole ujemajoče glede na 
gestacijsko starost, zdrave 
nosečnice (brez znakov 
poroda) 
- Statistično značilne razlike v izražanju 262 genov v perifernih monocitih in 184 genov v polni 
krvi, 43 od omenjenih genov z diferenčnim izražanjem v obeh vzorcih 
- ADAMTS2 kot označevalec PP v levkocitih periferne krvi 
- Številni seti genov, vključujoč signalizacijo z dejavnikom matičnih celic-KIT, presnovo 
nukleotidov in trans Golgijevo mrežje veziklov so napovedni za PP tako v materini polni 
periferni krvi kot v perifernih monocitih 
(Knijnenburg in 
sod., 2019) 
 kohorta 791 družinskih 
triosov,  
PP = 270  
TP = 521 
- Integrativna analiza 
(WGS, RNA-sekvenciranje, 
DNA metilacija) 
 
- ob porodu 
- klinične skupine z različno 
gestacijsko starostjo in 
molekularnimi vzroki PP 
(PPROM, strukturne 
spremembe placente, 
maternice ali cerviksa) 
- 215 značilno različno izraženih genov med PP in TP, 650 med TP-ZPP in 838 med TP in zelo 
ZPP 
-Integrativna analiza je prepoznala 160 genomskih različic povezanih s PP fenotipi in 72 
kandidatnih bioloških označevalcev (genov) za zelo ZPP 
- Geni, za katere je bila ugotovljena povezava z vsemi 3 tipi podatkov, so vključevali RAB31 in 
RBPJ, člana RAS onkogene družine in NOTCH signalne poti 
- Poti povezane z ZPP so vključevale, EGFR in prolaktin signalno pot, vnetje in z imunostjo 
povezane poti, signaliziranje kemokinov, IFN-gama in NOTCH1 signaliziranje  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 ETIČNA IZJAVA 
 
Raziskava je bila izvedena v sklopu programa Ginekologija in reprodukcija: Genomika in 
matične celice (ARRS, P3-0326, nosilec prof. dr. Borut Peterlin). Vse preiskovanke so bile 
pred vključitvijo v raziskavo seznanjene z njenim potekom in so podpisale pisno soglasje, z 
zavedanjem da lahko kadarkoli odstopijo od sodelovanja v raziskavi. Raziskavo je odobrila 
Nacionalna komisija za medicinsko etiko Slovenije (številka odobritve 90/02/15). Raziskava 
je bila izvedena v skladu z načeli iz Helsinške deklaracije. 
 
3.2 ZBIRANJE VZORCEV IN KLINIČNA OCENA 
 
V raziskavo smo vključili 48 nosečnic, bele rase, s spontanim začetkom PP z ali brez 
PPROM (≤ 366/7 tednov) (primeri) in 107 nosečnic s spontanim začetkom poroda z ali brez 
prezgodnjega pretrganja membran (PROM) ali načrtovanim carskim rezom v obdobju od 
380/7 do 406/7 tednov nosečnosti (kontrole). Preiskovanke so rodile na Oddelku za 
perinatologijo Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana v obdobju od oktobra 2015 do 
januarja 2019. Gestacijsko starost ob porodu smo ocenili po datumu zadnje menstruacije in 
jo potrdili z ultrazvočnim pregledom v prvem trimesečju z merjenjem plodove dolžine teme-
trtica. Vzorce vaginalnih brisov zadnjega forniksa so odvzeli izkušeni porodničarji pri 
nosečnicah, ki so kazale znake poroda, določene na osnovi kontrakcij maternice in dilatacije 
materničnega vratu ob sprejemu na Oddelek za perinatologijo. Periferna kri matere za RNA 
izolacijo je bila prav tako odvzeta ob sprejemu, pred začetkom kakršnegakoli zdravljenja. 
Primeri PP so bili razdeljeni v dve skupini z ozirom na gestacijsko starost ob porodu; zgodnji 
PP (ZPP) (≤ 336/7 tednov) in pozni PP (PPP) (340/7 do 366/7 tednov). 
 
Merila vključitve tako za primere kot kontrole so bila naslednja: (1) zdrava nosečnica z 
zdravim plodom, (2) enoplodna nosečnost, (3) spontani začetek poroda z ali brez PPROM 
za primere (≤ 366/7 tednov) in spontani začetek poroda z ali brez PROM (od 380/7 do 406/7 
tedna) za kontrole ali načrtovan carski rez (v odsotnosti meril za izključitev) med 390/7 in 
406/7 tednom nosečnosti za kontrole, (4) starost več kot 18 let in (5) sposobnost 
informiranega soglasja. Izključitvena merila za primere in kontrole so bila naslednja: (1) 
uporaba antibiotika v tednu pred vključitvijo, (2) uporaba vaginalnih antimikrobnih zdravil, 
antibiotikov ali mlečne kisline manj kot 1 teden pred vključitvijo, (3) prejemanje 
imunosupresivnega zdravljenja, (4) placenta previja, (5) razvojne nepravilnosti maternice, 
(6) kronična bolezen, vključno s hipertenzijo pred nosečnostjo, sladkorno boleznijo in 
morbidno debelostjo (razred III WHO), (7) preiskovanke z virusom humane imunske 
pomanjkljivosti (HIV) ali s pozitivnim statusom hepatitisa C, (8) krvavitev zaradi prekinitve 
nosečnosti ali placente previje, (9) vaginalno izpiranje med nosečnostjo ali pred njo, (10) 
hipertenzivne bolezni v nosečnosti (preeklampsija), (11) prirojene nepravilnosti ploda, (12) 
intrauterina smrt in (13) IUGR. 
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V nadaljevanju smo pregledali Nacionalni perinatalni informacijski sistem Slovenije 
(NPIS), da bi zbrali dodatne podatke o nosečnosti, porodu in stanju po porodu. Preiskovanke, 
ki so sodelovale v raziskavi, smo zaprosili tudi, da izpolnijo kratek osebni vprašalnik za 
zbiranje dodatnih demografskih in zdravstvenih podatkov (delovni status, kajenje, ITM pred 
nosečnostjo, uporaba antibiotikov med nosečnostjo, gestacijski diabetes, predhodni PP in 
vaginitis). 
 
3.3 IZOLACIJA BAKTERIJSKE DNA, POMNOŽEVANJE IN SEKVENCIRANJE 
GENA 16S rRNA 
 
Vaginalne brise za izolacijo genomske bakterijske DNA smo prenesli v laboratorij v Amies 
transportnem mediju in jih shranili pri -80 °C do izolacije. Bombažne konce odtajanih brisov 
smo suspendirali v 500 µL fosfatnega pufra (PBS) in jih vorteksirali, da smo sprostili celice. 
Po odstranitvi bombažnih koncev s sterilno pinceto smo izvedli encimsko in mehansko lizo 
celic (Ravel in sod., 2010). V prvem koraku smo suspenziji celic dodali 50 µL lizocima (10 
mg/ml) in 41 µL pufra TE50 (10 mM Tris.HCl in 50 mM EDTA, pH 8,0). Po eni uri 
inkubacije pri 37 °C smo izvedli mehansko lizo celic s cirkonijevimi/silicijevimi kroglicami 
premera 0,1 mm (BioSpec Products), 1 min pri sobni temperaturi s 36 stresljaji na sekundo 
(2,1000 rpm) v homogenizatorju TissueLyser (QIAGEN Inc-ZDA, Valencia, CA). Lizat 
smo obdelali z QIAamp DNA Mini Kit-om (QIAGEN, Hilden, Nemčija), v skladu s 
proizvajalčevimi smernicami za čiščenje DNA iz bukalnih brisov (priporočila za Dacron-
ske in bombažne brise) z manjšimi spremembami, vključno z inkubacijo pri 70 °C (namesto 
57 °C) za 10 min in pet minutnim inkubacijskim korakom pri sobni temperaturi pred elucijo. 
Vzorce smo eluirali s 100 μl pufra, segretega na 56 °C. Koncentracije DNA v vzorcih smo 
kvantificirali z visoko občutljivim testnim kompletom Qubit dsDNA (Thermo Fischer 
Scientific) za fluorimetrično kvantifikacijo.  
 
Po izolaciji smo izbrano regijo (V3-V4) vrstno specifičnega 16S rRNA gena pomnožili z 
verižno reakcijo s polimerazo (PCR), z uporabo univerzalnega nabora Illumina adapterjev, 
ki vsebujejo nukleotidne začetnike: 341F (5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3 ') 
in 805R (5'- 
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAAT
CC-3 '). Področje V3-V4 smo izbrali tudi zaradi zmožnosti ocene razlik v zastopanosti rodu 
Gardernella med skupinami (Baines in sod., 2018). Za pripravo knjižnic smo uporabili 
standardizirani 16S Metagenomski sekvenčni protokol za pripravo knjižnjic (Illumina®), ki 
je vključeval uporabo reagenta KAPA HiFi HotStart ReadyMix 2X za reakcijo 
pomnoževanja v cikličnem termostatu proizvajalca Veriti®. Amplikoni vsakega vzorca so 
bili označeni z Nextera XT indeksi. Produkte PCR smo kvantificirali in preverili njihovo 
kakovost z elektroforetsko analizo pomnožkov na čipu Bioanalyzer DNA 1000 (Agilent 
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Technologies, Santa Clara, CA, USA). Združene DNA knjižnice smo pred sekvenciranjem 
denaturirali z 0,1 M NaOH in jih z reagentom HT1 (proizvajalec Illumina) ustrezno 
razredčili. Knjižnice zbranih vzorcev smo sekvencirali na sekvenatorju Illumina MiSeq v 
skladu s specifikacijami proizvajalca po protokolu obojesmernega načina sekvenciranja v 2 
x 300 ciklih (MiSeq Reagent kit v3). 
 
3.4 BIOINFORMATSKA ANALIZA 
 
Demultipleksiranje surovih podatkov (določanje, kateremu vzorcu pripadajo podatki na 
podlagi vsebovanih indeksnih sekvenc) in odstranitev indeksnih sekvenc smo izvedli s 
programsko opremo Bcl2Fastq (Illumina, San Diego, ZDA). Iz demultipleksiranih datotek 
FASTQ, ki so vsebovale sekvence s povprečno oceno kakovosti Phred > 30, smo podatke 
uvozili v statistično okolje R (različica 3.5.1). Mikrobiomsko analizo smo izvedli s 
programsko opremo Bioconductor po protokolu Callahan in sod. (2016b) za »Big Data«. 
Okrajševanje (angl. trimming) in filtriranje smo izvedli z algoritmom DADA2 (angl. the 
divisive amplicon denoising algorithm 2) (Callahan in sod., 2016a) na združenih sekvencah 
(angl. paired reads), pri čemer smo le-te okrajšali glede na oceno kakovosti; forward 
sekvence na položaju 260 nukleotidov, reverse pa na položaju 240 nukleotidov. V 
nadaljevanju smo obrezali prvih 17 odčitanih nukleotidov forward sekvence in 21 
nukleotidov povratne sekvence, da bi odstranili začetne oligonukleotide z dvoumnimi (angl. 
ambiguous) bazami. Parametri filtriranja so bili naslednji; nič dvoumnih osnovnih klicev in 
izvrševanje največ 2/3 pričakovanih napak na forward/reverse sekvenco. Razmerje med 
ocenami kakovosti in stopnjami napak smo ocenili za vsak zagon sekvenciranja posebej, da 
bi čim bolj zmanjšali dejavnike variabilnosti, ki izhajajo iz različnih serij/zagonov. 
Programski paket DADA2 smo uporabili za izdelavo sekvenčne tabele, z neodvisnim 
sklepanjem variant sekvence amplikonov (ASV) iz forward in reverse sekvenc (branj) 
vsakega vzorca z uporabo stopenj napak, ki so bile specifične za posamezni zagon. V 
naslednjem koraku smo združili pare forward in reverse sekvenc. ASV predstavlja analog 
običajno uporabljane tabele skupnih operativnih taksonomskih enot (angl. operational 
taxonomic unit, OTU) z višjo ločljivostjo (Callahan in sod., 2016a), saj združuje sekvence z 
natančno taksonomsko ločljivostjo brez potrebe po arbitrarni določitvi meje podobnosti 
(angl. similarity cut-off) (Callahan in sod., 2017b). Odstranili smo sekvence, ki so bile 
prepoznane kot himerne. Preostalim ribosomskim sekvencam smo pripisali reprezentativne 
sekvence in taksonomske razrede z uporabo RDP (Projekt Ribosomske baze podatkov) 
naivnega Bayesovega klasifikacijskega algoritma v paketu DADA2 za R in z uporabo 
podatkovne baze Silva v128 (Quast in sod., 2013). V sledečih analizah smo uporabili samo 
anotirane sekvence (poravnane s sekvencami podatkovne baze), ki so imele vrednosti ocene 
zaupanja več kot 0,6. Klinične, taksonomske, AVS in filogenetske podatke smo združili v 
en objekt z uporabo paketa phyloseq (McMurdie in Holmes, 2013) (različica 1.24.2) za R. 
Zaradi omejitev klasifikacije na nivoju vrst s 16S rRNA sekvenciranjem, smo izvedli 
dodatno poravnavo reprezentativnih sekvenc z orodjem za 
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iskanje osnovne lokalne poravnave (angl. basic local alignment search tool, BLAST) 
(Altschul in sod., 1990), kjer je bilo to potrebno.  
 
3.5 STATISTIČNA ANALIZA 
 
Vse statistične analize so bile izvedene z R programskim jezikom  (R Development Core 
Team, 2019), različica 3.5.1. Razlike v frekvencah demografskih in kliničnih značilnosti 
med preiskovankami, ki so rodile prezgodaj in preiskovankami, ki so rodile ob terminu so 
bile ocenjene s Hi-kvadrat testom za kategorične podatke in neparametričnim Wilcoxonovim 
testom vsote rangov za zvezne spremenljivke. 
 
V naslednjem koraku smo ocenili bogatost in raznolikost posameznih vzorcev. Vrstna 
bogatost (angl. richness) je merilo številčnosti vrst, ki upošteva število vseh različnih vrst v 
danem okolju. Vrstna raznolikost (angl. diversity) je definirana kot merilo raznolikosti vrst 
in poleg številčnosti upošteva tudi kakšna je pogostost osebkov določene vrste v danem 
vzorcu. 
 
Alfa diverziteto (raznolikost znotraj vzorcev) smo izračunali na ASV-nivoju po rarefrakciji 
(angl. rarefaction) vzorcev na enako globino sekvenciranja z naključnim vzorčenjem na 
39.998 sekvenc (najnižje število sekvenc med vzorci). Rarefrakcijsko analizo smo opravili 
z namenom oceniti, če bi nadaljnje (globje) sekvenciranje zaznalo dodatne ASV-je, z 
uporabo vegan paketa za R (Dixon, 2003). Bogatost bakterijskih vrst v vzorcu smo ocenili s 
Chao1 indeksom in raznolikost smo izmerili s Shannonovim indeksom z uporabo funkcije 
estimate_richness znotraj paketa Phyloseq (McMurdie in Holmes, 2013) (verzija 1.24.2) za 
R. Zvezne spremenljivke smo testirali za normalnost s Shapiro-Wilk testom in jih vizualno 
preučili s histogrami. Razlike v bogatosti in raznolikosti med različnimi skupinami 
vzorcev smo ocenili z neparametričnim Wilcoxonovim testom vsote rangov in Kruskal-
Wallis-ovim testom, ko smo primerjali tri skupine (Kruskal in Wallis, 1952). Popravke 
statistične značilnosti za večkratno testiranje hipotez smo izvedli z Benjamini-Hochberg 
(angl. false-discovery rate, FDR) metodo (Benjamini, 1966).  
 
Da smo ocenili razlike v beta-diverziteti (raznolikosti med vzorci), smo iz surovih podatkov 
odstranili ASV-je, ki smo jih zaznali v manj kot treh vzorcih in ASV-je s številom sekvenc 
manj kot 10, ko smo upoštevali vse vzorce. Preglednico števila surovih sekvenc smo 
normalizirali v ASV preglednico relativnih zastopanosti. Da smo ugotovili razlike, smo 
izvedli večrazsežnostno lestvičenje (MDS) na filogenetski uteženi razdalji UniFrac 
(Lozupone in sod., 2011) z uporabo algoritmov implementiranih v R paketu vegan. 
Sprememba v celostni strukturi med skupinami je bila ocenjena s permutacijsko 
multivariantno analizo variance (angl. permutational multivariate analysis of variance, 
PERMANOVA) z uporabo adonis funkcije vsebovane v R-paketu vegan, z 999 
permutacijami za testiranje statistične značilnosti. Razlike med skupinami smo vizualno 
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predstavili z grafičnimi prikazi analize glavnih koordinat (PCoA) in elipsami zaupanja v R-
paketu ggplot.  
 
Diferenčno relativno zastopanost taksonov med skupinami smo določili na ASV stopnji 
z uporabo R-paketa Bioconductor DESeq2 (različica 1.20.0) (Love in sod., 2014). 
Omenjeni pristop temelji na generaliziranem linearnem modelu (GLM) in hkrati upošteva 
razlike v velikostih knjižnic kot tudi biološki variabilnosti. Najprej smo izvedli 
transformacije za stabilizacijo variance z uporabo phyloseq_to_deseq2 funkcije 
implementirane v programskem paketu Phyloseq (McMurdie in Holmes, 2013). Naše 
vzorce smo normalizirali z uporabo neparametrične Waldove negativne binomske regresije. 
P-vrednosti smo prilagodili za večkratne primerjave z Benjamini-Hochberg FDR metodo. 
Rezultate smo izrazili kot log2 fold (logFC) spremembe in taksone smo upoštevali kot 
statistično značilno različno zastopane med skupinama, če je bila njihova prilagojena P-
vrednost < 0,05.  
 
Vaginalne podtipe bakterijskih skupnosti - CST-je (angl. bacterial community state type) 
smo določili na ASV nivoju, sledeč skripti DiGiulio in sod. (2015). Za izračun razdalje med 
vsemi vzorci smo uporabili Bray-Curtis mero različnosti, ki temelji na relativni zastopanosti. 
Na PCoA razdaljah smo uporabili pristop medoidnega združevanja (pam za R). Primerno 
število skupkov smo določili z uporabo gap statistike (k = 5) (Tibshirani in sod., 2001). 
Združevanje vaginalnih skupnosti je učinkovito ločilo pet različnih CST-jev, med njimi štiri 
v katerih so prevladovale različne vrste Lactobacillus in en CST z večjo raznolikostjo, ki je 
bil osiromašen za vrste Lactobacillus. CST-je smo poimenovali skladno z obstoječo 
literaturo (DiGiulio in sod., 2015; Ravel in sod., 2010; Romero in sod., 2014c).  
 
Za testiranje posamičnih hipotez povezave specifičnih taksonov s PP, smo izvedli 
enostranski Wilcoxonov test vsote rangov na srednjih relativnih zastopanostih taksona med 
vzorci iz iste skupine. FDR smo v programskem okolju R kontrolirali po metodi Benjaminija 
in Hochberga.  
 
3.6 TRANSKRIPTOMSKA ANALIZA 
 
3.6.1 Nabor vzorcev 
 
Na podlagi CST podtipov vaginalnega mikrobioma in vezano na razpoložljivost vzorcev 
smo izbrali 15 primerov s tveganim ali potencialno tveganim podtipom mikrobioma - 
značilnim za nosečnice, ki so rodile prezgodaj (CST IV/CST III) ter 20 kontrol s 
protektivnim CST I podtipom; predhodno povezanim s terminskim porodom (slika 2). Pri 
vključenih preiskovankah smo analizirali globalni profil izražanja genov v materini periferni 
krvi z metodo RNA-sekvenciranja celotnega transkriptoma. CST III predstavlja bakterijsko 
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skupnost, v kateri prevladuje vrsta L. iners in najpogosteje preide v CST IV, zaradi 
zmanjšane zmožnosti obrambe L. iners pred striktnimi anaerobi, značilnimi za CST IV. 
Striktni anaerobi se zato čez čas namnožijo in koncentracija vrst Lactobacillus upade. 
 
Slika 2: Diagram poteka raziskave. 
 
Figure 2: Flowchart of the research. 
3.6.2 Izolacija RNA iz materine periferne krvi in priprava knjižnic za sekvenciranje 
Vzorce polne krvi smo odvzeli v epruvete Tempus ™ Blood RNA (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, ZDA), ki so vsebovale 6 ml RNA stabilizacijskega reagenta. Celotna RNA 
je bila izolirana z avtomatiziranim sistemom Fujifilm QuickGene-810 (Fujifilm Life 
Sciences, Tokio, Japonska) v skladu s protokolom proizvajalca. Čistost in količina izolirane 
RNA je bila ocenjena z NanoDrop 2000c spektrofotometrom (Thermo Fisher Scientific) in 
integriteta RNA je bila določena na Agilent 2100 Bioanalizatorju z RNA 6000 Nano 
LabChip kompletom (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Vsi vzorci RNA, 
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uporabljeni za pripravo knjižnic, so imeli RIN vrednosti integritete (angl. RNA integrity 
number) večje od 7,0. Izolirani vzorci RNA so bili shranjeni pri -80 °C do nadaljnje 
obdelave.  
 
Knjižnice za sekvenciranje celotne RNA izolirane iz materine periferne krvi smo pripravili 
po protokolu TrueSeq Stranded Total RNA (Illumina, San Diego, CA, ZDA) po navodilih 
proizvajalca, vključno s predhodno izločitvijo globinske in ribosomske RNA, po navodilih 
RiboZero rRNA protokola. Na kratko, 400 ng celotne RNA, izolirane iz polne krvi smo 
kombinirali z biotiniliranimi oligonukleotidi, komplementarnimi mRNA globinskih genov, 
in z Ribo-Zero rRNA izključitvenimi kroglicami. Po izključitvi rRNA in globinske RNA 
smo supernatant očistili, fragmentirali (s pomočjo toplote v prisotnosti dvovalentnih 
kationov) in pripravili za sintezo prve verige komplementarne DNA (cDNA) z reverzno 
transkriptazo (SuperScript II) in naključnimi oligonukleotidnimi začetniki (angl. primerji). 
Sledila je sinteza druge verige cDNA, izvedena v prisotnosti deoksiuridin-trifosfata (dUTP) 
namesto deoksitimidin-trifosfata (dTTP). Dvoverižna DNA je bila 3'-adenilirana. Preko 
ligacije smo na konce dvoverižne cDNA vezali sekvence, ki vsebujejo indeksirane adapterje 
(s T-repom). Nastale fragmente z adapterskimi molekulami na obeh koncih smo selektivno 
obogatili s pomočjo PCR v 15-ih ciklih. 35 knjižnic (15 PP in 20 TP) smo količinsko 
opredelili na Qubitu in Agilent 2100 Bioanalizatorju z DNA 1000 Nano LabChip kompletom 
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), jih normalizirali na končno koncentracijo 
10 nM in nato vseh 35 knjižnjic združili v ekvimolarnih koncentracijah. Sekvenciranje smo 
izvedli na sekvenatorju Illumina NextSeq 2000 v 2×150 sekvenčnih ciklih v načinu 
obojesmernega sekvenciranja. 
3.6.3 Analize podatkov RNA sekvenciranja  
Začetni obdelavi surovih sekvenčnih podatkov, ki je vključevala oceno kakovosti, 
demultipleksacijo (določanje, kateremu vzorcu pripadajo posamezne sekvence) in 
odstranjevanje indeksnih sekvenc s programsko opremo NextSeq Real Time Analysis 
(RTA), je sledila nadaljnja obdelava, ki je bila izvedena v programskem okolju R. 
 
V prvem koraku smo uporabili programsko orodje Salmon (Patro in sod., 2017), s katerim 
je bila izvedena kvantifikacija izražanja transkriptov v načinu, ki temelji na mapiranju 
sekvenc. Ta način kvantifikacije transkriptov temelji na indeksiranju referenčnega 
transkriptoma, za katerega smo uporabili transkriptom podatkovne zbirke Ensembl v sestavu 
GRCh38, čemur je sledilo kvazi-mapiranje surovih podatkov sekvenc, zbranih v datotekah 
tipa fastq, na indeksiran transkriptom. Za operacijo kvantifikacije transkriptov smo izbrali 
orodje Salmon zaradi uveljavljenosti v znanstveni literaturi, saj je prvi kvantifikator za 
celotni transkriptom, ki pri ustvarjanju rezultatov upošteva, med drugim, tudi vsebnost GC 
parov baz v fragmentih, kar bistveno izboljšuje natančnost ocene zastopanosti transkriptov 
in s tem tudi zanesljivost nadaljnjih analiz diferenčnega izražanja (Patro in sod., 2017).  
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Končni rezultat kvantifikacije je predstavljala matrica z informacijami o številu transkriptov 
na milijon (angl. transcripts per million, TPM) za celoten transkriptom za vsako 
preiskovanko, čemur je sledil preračun kvantifikacije izražanja iz nivoja transkripta na nivo 
gena, za kar smo uporabili podatke projekta GENCODE in R paket tximport (Soneson in 
sod., 2016). V tem koraku smo iz analize izločili tudi gene, katerih povprečje številčnosti 
izražanja na preiskovanko je bilo manjše od 20. Sledila je analiza diferenčnega izražanja 
genov, ki smo jo izvedli s paketom DeSeq2 (Bioconductor), rezultate logaritemske razlike v 
izražanju genov pa smo nato obdelali z uporabo funkcije lfcShrink, pri čemer smo uporabili 
algoritem apeglm (Zhu in sod., 2019), za izračun prilagojene P-vrednosti pa smo uporabili 
Benjamini in Hochberg (BH) metodo za večkratno testiranje hipotez. Razlike v izražanju 
posameznih genov smo ovrednotili kot statistično značilne v primeru izračunane prilagojene 
P-vrednosti pod 0,10. Z analizo glavnih komponent (angl. principal component analysis, 
PcA) smo izključili statistično značilen učinek niza (angl. batch effect). 
 
3.6.3.1 Analiza obogatitve bioloških poti pri prezgodnjem porodu 
 
Za oceno razlik med obema preiskovanima skupinama v izražanju določenih skupin genov, 
ki sodelujejo v posameznih bioloških poteh, smo opravili analizo obogatitve genskih setov 
s paketom GSEA (angl. gene set enrichment analysis) za programski jezik R, katerega je 
razvil inštitut Broad (Mootha in sod., 2003; Subramanian in sod., 2005) in podatkov o 
metabolnih poteh Kjotske enciklopedije genov in genomov (angl. Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes, KEGG) (Kanehisa, 2000), ki smo jih uvozili iz podatkovne zbirke 
MsigDB (angl. The Molecular Signatures Database) (Liberzon in sod., 2011; Subramanian 
in sod., 2005). Razlike v izražanju skupin genov, ki sestavljajo različne biološke poti smo 
ovrednotili kot statistično značilne pri prilagojeni P-vrednosti manjši od 0,05. 
 
3.6.3.2 Analiza IPA  
 
V naslednjem koraku smo z bioinformatskim programom IPA (angl. Ingenuity Pathway 
Analysis, verzija 49932394 (2019-11-15, Ingenuity System Inc, USA) analizirali podatke o 
diferenčnem izražanju genov med skupinama, ki so vsebovali identifikatorje genov in 
ustrezne vrednosti izražanja (logFC in ekspresijsko P-vrednost). Z namenom prepoznati 
ključne biološke funkcije in bolezenske procese smo v analizo vključili najbolj različno 
izražene gene med PP primeri (CST III/CST IV) in TP kontrolami (CST I), z ekspresijsko 
P-vrednostjo < 0,1, ki so hkrati dosegli absolutno log2FC vrednost višjo od 0,2 (skupno 620 
vključenih genov). P-vrednosti so bile v IPA analizi izračunane s Fischerjevim eksaktnim 
testom in odražajo verjetnost, da je povezava med nizom genov v našem naboru podatkov 
in sorodno biološko funkcijo statistično značilna (P < 0,05), kar je bilo storjeno z oceno 
razmerja oziroma prekrivanja, med številom molekul v določeni poti, ki so statistično 
značilne in številom vseh molekul udeleženih v njej. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 ZNAČILNOSTI PREISKOVANE POPULACIJE (MIKROBIOM) 
 
Sekvenciranje vaginalnega mikrobioma smo izvedli pri 158 nosečnicah, katerim smo 
odvzeli vzorce vaginalnih brisov ob sprejemu v perinatalno porodno službo. Tri primere smo 
izključili iz raziskave po natančnejšem pregledu zdravstvene dokumentacije, saj je bil PP 
indiciran zaradi IUGR. Večina preiskovank je rodila vaginalno (94,8 %), razen osmih 
kontrol, pri katerih je bil opravljen načrtovani carski rez (5,2 %) – v odsotnosti izključitvenih 
kriterijev. Preglednica 3 prikazuje demografske in klinične značilnosti preiskovank. Od 
vključenih 155-ih preiskovank, jih je 48 (31,0 %) rodilo prezgodaj in 34 (70,8 %) od le-teh 
je bilo razvrščenih kot ZPP (< 340/7 tednov). Povprečna gestacijska starost ob porodu je 
znašala 30,94 ± 3,79 tednov za primere in 40,03 ± 1,40 tednov za kontrole, povprečna teža 
novorojenca je bila 1676,96 ± 733,54 g v PP skupini in 3511,31 ± 376,44 g v kontrolni 
skupini. Posameznice, ki so rodile ob terminu se od posameznic, ki rodile prezgodaj, niso 
statistično značilno razlikovale v starosti, delovnem statusu, številu že rojenih otrok, ITM-
ju pred nosečnostjo, prisotni bolezni ščitnice, gestacijskem diabetesu mellitusu (GDM), 
prisotnosti asimptomatske bakteriurije, vaginitisa, vaginalnem zdravljenju med nosečnostjo, 
prisotnosti urogenitalne okužbe in statusu kajenja (preglednica 3). Vse preiskovanke so bile 
bele rase in slovenske etničnosti. 
 
Kot so poročali že predhodno (Muglia in Katz, 2010), so imele preiskovanke s predhodnim 
PP večjo verjetnost, za ponovni PP (P = 0,0476). V skupini PP je 18 preiskovank (37,5 %) 
doživelo PPROM. V skladu s pričakovanji, je imela skupina PP večje število vključenih 
preiskovank, ki so prejemale progesteronsko zdravljenje (P = 0,00177). Vendar je bilo 
dokazano, da vaginalni progesteron ne vpliva na sestavo vaginalnega mikrobioma in tako ne 
povečuje tveganja za okužbo (Kindinger in sod., 2017). Nobena od preiskovank ni poročala 
o vaginalnih odnosih znotraj treh dni pred vzorčenjem. 
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Preglednica 3: Demografske in klinične značilnosti preiskovank.  
Porazdelitev kategoričnih spremenljivk smo primerjali s Pearsonovim Hi-kvadrat testom pri 5 % stopnji 
statistične značilnosti in porazdelitev zveznih spremenljivk z nenormalno porazdelitvijo z Wilcoxonovim 
testom vsote rangov. Značilnosti s statistično značilnimi razlikami (pri 5 % stopnji) med kohorto, ki je rodila 
prezgodaj in terminsko kohorto so označene s krepko pisavo. ITM, indeks telesne mase; SD, standardna 
deviacija. 
 
Table 3: Demographic and clinical characteristics of participants. 
Distributions of categorical variables are compared using Pearson chi-square test at a 5 % level of significance 
and distribution of continuous variables with non-normal distribution with Wilcoxon rank-sum test. 
Characteristic with significant differences (at 5 % level) between preterm and term cohorts are in bold.  
ITM, body mass index; SD, standard deviation. 
 
Demografske in klinične značilnosti 
preiskovank 
Skupno število (n = 155) 
Prezgodnji porod 
≤ 366/7 tednov 
 n = 48 (%) 
Terminski porod  ≥ 
380/7 tednov 
n = 107 (%) 
P-vrednost, χ2-test, 
aWilcoxonov test vsote 
rangov  
Materina starost ob porodu, Leta; 
Povprečje ± SD 
31,4 0± 4,73 30,93 ± 4,13 aP = 0,235 
ITM pred nosečnostjo (kg/m2), 
Povprečje ± SD 
24,17 ± 4,98 23,34 ± 4,09 aP = 0,485 
Premajhna teža (< 18,5) 4 (8,3) 8 (7,5) P = 0,284, χ2 = 3,80 
Normalna teža (18,5 – 24,9) 30 (62,5) 63 (58,9)  
Prekomerna teža (25,0 – 29,9) 7 (14,6) 28 (26,2)  
Debelost razredov I in II (30,0 – 39,9) 7 (14,6) 8 (7,5)  
Gestacijska starost ob porodu 
(tedni; povprečje ± SD) 
30,94 ± 3,79 40,03 ± 1,40 aP < 0,00001 
Teža novorojenca (g; povprečje ± SD) 1676,96 ± 733,54 3511,31 ± 376,44 aP < 0,00001 
Gestacijski diabetes mellitus 
Da/Ne 9 (18,75)/ 39 (81,25) 11 (10,3)/ 96 (89,7) P = 0,1459,  
χ2 = 2,12 
Delavni status 
Zaposlena/ Nezaposlena 39 (81,25)/ 9 (18,75) 86 (80,4)/21 (19,6) P = 0,898,  
χ2 = 0,0163 
Kajenje 
Da 7 (14,6) 10 (9,3) P = 0,489, χ2 = 1,43 
Ne 40 (83,3) 92(86,0)  
Opustila kajenje pred nosečnostjo 1 (2,1) 5 (4,7)  
Bolezni ščitnice 
Da/Ne 4 (8,3)/ 44 (91,7) 8 (7,5)/ 99 (92,5) P = 0,854, 
χ2 = 0,034 
Zdravljenje s progesteronom 
Da/Ne 16 (33,3)/ 32 (66,7) 13 (12,1)/ 94 (87,9) P = 0,00177, 
χ2 = 9,78 
Tokolitik (atosiban)  
Da/Ne 5 (10,4)/ 43 (89,6) 0  
Vaginitis in zdravljenje 
Da/Ne 16 (33,3)/ 32 (66,7) 45 (42,1)/ 62 (57,9) P = 0,304, χ2 = 1,06 
Urogenitalna infekcija 
Da/Ne 5 (10,4)/ 43 (89,6) 7 (6,5)/ 100(93,5) P = 0,404, χ2 = 0,697 
Asimptomatska bakteriuremija 
Da/Ne 1 (2,1)/ 47 (97,9) 2 (1,9)/ 105 (98,1) P = 0,929, χ2 = 0,008 
Uporaba antibiotika med nosečnostjo 
Da/Ne 9 (18,75)/ 39 (81,25) 12 (11,2)/ 95(88,8) P = 0,205, χ2 = 1,61 
Število predhodnih rojstev 
0 24 (50,0) 42 (39,3) P = 0,305 χ2 = 2,37 
1 20 (41,7) 48 (44,9)  
2-4 4 (8,3) 17 (15,9)  
Predhodni prezgodnji porod 
Da/Ne 5 (10,4)/ 43 (89,6) 3 (2,8)/ 104 (97,2) P = 0,0476,  
χ2 = 3,92 
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4.2 RAZPOLOŽLJIVOST PODATKOV 
 
Mikrobiomske nabore podatkov, ki so bili ustvarjeni v pričujoči raziskavi, je mogoče najti 
v bazi sekvenc (SRA, NCBI), številka bioprojekta PRJNA544732, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/544732. Rezultate analize mikrobioma smo 
objavili v znanstveni reviji Frontiers in Medicine (Hočevar in sod., 2019). 
 
4.3 REZULTATI 16S rRNA SEKVENCIRANJA 
 
Skupno smo analizirali 155 vzorcev vaginalnih brisov, ki so pripadali 48 preiskovankam s 
PP in 107 TP kontrolam. Po začetni kontroli kvalitete in odstranitvi PCR himerov je Illumina 
MiSeq sekvenciranje 16S rRNA proizvedlo skupno 12.233,991 procesiranih obojesmernih 
V3-V4 sekvenc (branj), s povprečnim številom 78.928,97 sekvenc na vzorec (minimalno = 
39.998, maksimalno = 223.503) (slika 3). 
 
V nadaljevanju smo ustvarili rarefrakcijske krivulje, tako da smo vzorčili enakomerno do 
minimalne globine sekvenciranja; 39,998 sekvenc. Rarefrakcijska analiza je pokazala, da so 
krivulje vseh vzorcev dosegle plato, kar je pomenilo, da s povečanjem globine sekvenciranja 
ni bilo pričakovati dodatnih ASV-jev (slika 3B). 
 
 
 
 
Slika 3: Prikaz globine sekvenciranja in rarefrakcijske analize 
(A) Porazdelitev globine sekvenciranja posameznih vzorcev. (B) Analiza rarefrakcije je pokazala, da so 
krivulje za vsak vzorec dosegle plato, zato ni bilo pričakovati, da bi s povečanjem globine sekvenciranja odkrili 
dodatne ASV-je. ASV, varianta sekvence amplikonov. 
 
Figure 3: Sample sequencing depth and rarefraction analysis 
(A) Distribution of sample sequencing depth. (B) Rarefaction analysis showed that curves for each sample 
reached the plateau and thus no additional ASVs were expected to be found by increasing sequencing depth. 
ASV, amplicon sequence variant. 
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Po odstranitvi enojnih sekvenc (angl. singletons), dvojnih sekvenc (angl. doubletons), redkih 
ASV-jev (opredeljenih kot prevalenca ≥ 0,018 (v manj kot 3 vzorcih)), neopredeljenih debel 
in taksonov s skupno vrednostjo sekvenc manj kot 10 (8 x 10-7) v celotnem vzorcu, smo v 
155-ih vzorcih odkrili in prepoznali 401 ASV-jev. Preostalo je 11,984,382 sekvenc, kar je 
predstavljalo 94,2 % celotnega nabora pridobljenih podatkov. Slika 4 prikazuje prevalenco 
posameznih bakterijskih debel v celotnem naboru podatkov sekvenciranja 155-ih vzorcev 
pred filtriranjem redkih ASV-jev.  
 
 
 
Slika 4: Prevalenca taksonomskih debel v naboru 155-ih vzorcev. 
Vsaka pika predstavlja posamezni ASV. ASV; varianta sekvence amplikonov. 
 
Figure 4: The prevalence of each phyla in the pool of 155 samples. 
One dot represents one ASV. ASV, amplicon sequence variant. 
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4.4 OCENA ALFA IN BETA DIVERZITETE  
 
4.4.1 Alfa diverziteta 
Alfa diverziteto smo izračunali na ASV-nivoju po rarefrakciji vzorcev na enako globino 
sekvenciranja, pred odstranitvijo redkih ASV-jev. V prvem koraku smo ocenili vrstno 
bogatost z uporabo Chao1 indeksa, ki velja za neparametrično metodo ocene števila vrst v 
določeni skupnosti in temelji na konceptu, da redke vrste prispevajo največ informacij o 
številu manjkajočih vrst. Pokazali smo, da se je mikrobiom preiskovank v ZPP, PPP in TP 
gestacijskih skupinah statistično značilno razlikoval v bogatosti (slika 5A) (Chao1, Kruskal-
Wallis, P = 0,034). Posamezni primerjavi izvedeni z Wilcoxonovim testom vsote rangov sta 
pokazali, da je Chao1 indeks v TP skupini značilno nižji v primerjavi s PP skupino (Chao1, 
P = 0,011) (slika 6A) ali ZPP skupino (Chao1, P = 0,012), kar kaže na zmanjšano vrstno 
bogatost vaginalnega mikrobioma preiskovank, ki so rodile ob terminu.  
 
V nadaljnjem koraku smo ocenili alfa diverziteto še s Shannonovim indeksom bakterijske 
raznolikosti, ki upošteva tako številčnost kot tudi proporcionalno zastopanost posameznih 
vrst. S Kruskal-Wallisovim testom smo pokazali statistično značilne razlike v Shannonovem 
indeksu (P = 0,0021), ko smo primerjali ZPP, PPP in TP skupine (slika 5A). Z 
Wilcoxonovim testom vsote rangov smo pokazali značilno zmanjšanje raznolikosti v TP 
skupini v primerjavi z vsemi PP (Shannonov indeks, P = 0,00059) (slika 6A) ali samo z ZPP 
skupino (Shannonov indeks, P = 0,00079). 
 
Nato smo neodvisno preučili ali prisotnost PPROM vpliva na alfa raznolikost, tako da smo 
primerjali preiskovanke, ki so rodile prezgodaj s PPROM (n = 18), s preiskovankami, ki so 
rodile prezgodaj s spontanim porodom brez PPROM (n = 30). Med preiskovankami s PP so 
tiste, ki so doživele PPROM, pokazale trend k večji bogatosti v primerjavi s spontanimi 
primeri PP brez PPROM, čeprav rezultati niso bili statistično značilni (Wilcoxonov test, 
Chao1, P = 0,097) (slika 7A).  
4.4.2 Beta diverziteta 
Po odstranitvi redkih ASV-jev smo se osredotočili na beta raznovrstnost in z uteženo analizo 
UniFrac pokazali, da je celotna sestava vaginalne mikrobne skupnosti bistveno drugačna 
vezano na gestacijsko skupino. Slika 5B prikazuje ploskev dvodimenzionalne analize 
glavnih koordinat (PCoA), ki kaže na združevanje posameznih skupin ZPP, PPP in TP, ki 
se med seboj oddaljujejo. Omenjeno smo statistično potrdili z neparametričnim adonis 
testom (PUteženi UniFrac < 0,001) (preglednica 4).  
 
Statistično značilnih razlik v beta raznovrstnosti med primeri PP s PPROM in primeri PP 
brez PPROM nismo zaznali (slika 7B). 
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Slika 5: Ocena alfa in beta diverzitete med različnimi gestacijskimi skupinami.  
(A) Alfa diverziteta različnih gestacijskih skupin. Chao1: Kruskal-Wallis χ2 = 6,76, P = 0,0034; Shannon: 
Kruskal-Wallis χ2 = 12,4, P = 0,0021. Mikrobiom ZPP skupine ima povečano bogatost (Chao1) in raznolikost 
(Shannonov indeks) v primerjavi z terminskimi porodi. (B) Analiza glavnih koordinat (PCoA) na nivoju ASV 
generirana z uteženo Unifrac razdaljo, nakazuje, da se mikrobne skupnosti med gestacijskimi skupinami 
razlikujejo zaradi razlik v prisotnosti/odsotnosti posameznih ASV-jev kot tudi sprememb v relativni 
številčnosti ASV-jev. Vrednosti v oklepajih prikazujejo odstotke pojasnjene skupne raznolikosti. Rdeče pike 
predstavljajo preiskovanke z ZPP, oranžne pike preiskovanke z PPP, modre pike pa predstavljajo preiskovanke, 
ki so jih rodile ob terminu. ASV, varianta sekvence amplikonov. 
 
Figure 5: Evaluation of alpha and beta diversity between different gestational groups. 
(A) Alpha diversity by the gestational delivery group. Chao1: Kruskal-Wallis χ2 = 6.76, P = 0.0034; Shannon: 
Kruskal-Wallis χ2 = 12.4, P = 0.0021. The microbiome of EPTD group has increased richness (Chao1) and 
diversity (Shannon Index) compared to term participants. (B) Principal coordinate analysis (PcoA) plot created 
at the ASV level generated by the Weighted Unifrac distance, suggesting that microbial communities between 
gestational groups differ due to differences in presence/absence as well as changes in ASVs relative 
abundances. The values in parentheses show the percentages of total community variation explained. The red 
dots represent EPTD women, the orange dots represent LPTD women and the blue dots represent women who 
delivered at term. ASV, amplicon sequence variant. 
 
 
  
Hočevar K. Vaginalni mikrobiom kot dejavnik tveganja za prezgodnji porod 
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
35 
 
 
Slika 6: Ocena razlik v alfa in beta diverziteti med prezgodnjimi in terminskimi porodi.  
(A) Alfa raznolikost z ozirom na gestacijsko skupino. Mikrobiom preiskovank, ki so rodile prezgodaj ima večjo 
bogatost (Chao1, P = 0,011) in raznolikost (Shannon, P = 0,00059) v primerjavi z preiskovankami, ki so rodile 
ob terminu. (B) Grafični prikaz analize glavnih koordinat (PCoA) na ASV nivoju, ustvarjen z uteženimi 
Unifrac razdalijami (PWeighted UniFrac < 0,001), kjer vrednosti v oklepajih prikazujejo odstotke pojasnjene skupne 
raznolikosti. Rdeče pike predstavljajo preiskovanke, ki so rodile prezgodaj, modre pike pa predstavljajo 
preiskovanke, ki so rodile ob terminu. ASV, varianta sekvence amplikonov. 
 
Figure 6: Assessment of differences in alpha and beta diversity between preterm and term births. 
(A) Alpha diversity by the gestational delivery group. The microbiome of the preterm group has increased 
richness (Chao1, P = 0.011) and diversity (Shannon, P = 0.00059) compared to term participants. (B) Principal 
coordinate analysis (PCoA) plot created at the ASV level generated by the Weighted Unifrac distance (PWeighted 
UniFrac < 0.001), where the values in parentheses show the percentages of total community variation explained. 
The red dots represent preterm women and the blue dots represent women who delivered at term. ASV, 
amplicon sequence variant. 
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Slika 7: Ocena razlik v alfa in beta diverziteti med prezgodnjimi porodi s PPROM in prezgodnjimi porodi brez 
PPROM.  
(A) Alfa raznolikost pri primerih PP s predčasnim prezgodnjim razpokom plodovih ovojev (PPROM) in 
primerih PP brez PPROM (Chao1, P = 0,097; Shannon, P = 0,66). (B) Ploskev glavne koordinatne analize 
(PCoA), ustvarjena na nivoju ASV, z uteženo razdaljo Unifrac, pri čemer vrednosti v oklepajih prikazujejo 
odstotke celotne variacije skupnosti (PNeuteženi UniFrac = 0,47). Rdeče pike predstavljajo PP s PPROM in modre 
pike predstavljajo PP brez PPROM. ASV, varianta sekvence amplikonov. 
 
Figure 7: Evaluation of differences in alpha and beta diversity between preterm births with PPROM and 
preterm births without PPROM. 
(A) Alpha diversity by preterm cases with preterm premature rupture of membranes (PPROM) and preterm 
cases without PPROM (Chao1, P = 0,097; Shannon, P = 0,66). (B) Principal coordinate analysis (PCoA) plot 
created at the ASV level generated by Weighted Unifrac distance, where the values in parentheses show the 
percentages of total community variation explained (Punweighted UniFrac = 0.47). The red dots represent preterm 
women with PPROM and the blue dots represent preterm women without PPROM. ASV, amplicon sequence 
variant. 
 
Preglednica 4: Rezultati analize adonis (PERMANOVA). 
Meritve razdalj UniFrac in Bray-Curtis mere različnosti. Število permutacij: 999. 
 
Table 4: Results from adonis (PERMANOVA) analysis. 
 UniFrac distance and Bray–Curtis similarity measurements. Number of permutations: 999. 
 
Primerjava Utežena UniFrac razdalja 
 R2 vrednost P-vrednost 
Prezgodnji porod proti terminskemu porodu (155 vzorcev) 
n = 48, n = 107 
0,0818  < 0,001 
Zgodnji prezgodnji porod proti terminskemu porodu (141 vzorcev) 
n = 34, n = 107 
0,106  < 0,001 
Globalni učinek, df = 2 (155 vzorcev) 
(zgodnji prezgodnji porod, pozni prezgodnji porod, terminski porod)  
n = 34, n = 14, n = 107 
0,0970  < 0,001 
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4.5 SESTAVA VAGINALNEGA MIKROBIOMA 
 
Znano je, da vaginalni mikrobiom, v primerjavi z ostalimi človeškimi telesnimi mikrobiomi, 
sestoji iz preprostih mikrobnih skupnosti z nizko raznolikostjo. Skladno z navedenim sta bili 
med 155-imi preiskovankami prevladujoči debli v vaginalni mikrobioti Firmicutes in 
Actinobacteria, ki sta predstavljali 84,4 % in 10,8 % celotne zastopanosti, z nižjimi prispevki 
debel Fusobacteria (1,29 %), Proteobacteria (0,902 %) in Tenericutes (0,874 %). Na nivoju 
reda so bili med petimi najpogostejšimi taksoni Lactobacillales (81,9 %), Bifidobacteriales 
(8,07 %), Coriobacteriales (2,48 %), Fusobacteriales (1,29 %) in Enterobacteriales (0,671 
%). Prevladujoče bakterijske družine so bile Lactobacillaceae (77,9 %), Bifidobacteriaceae 
(8,07 %), Coriobacteriaceae (2,48 %), Streptococcaceae (2,57 %) in Leptotrichiaceae (1,23 
%). Na nivoju rodu so prevladovali Lactobacillus (77,9 %), Gardnerella (7,73 %), 
Atopobium (2,46 %), Streptococcus (2,57 %) in Sneathia (1,20 %) (slika 8). 
 
Pri preiskovankah, ki so rodile prezgodaj, je rod Lactobacillus predstavljal 88,3 % in rod 
Gardnerella 4,63 % vseh bakterij. V tej skupini je imelo 91/107 (85%) vzorcev zastopanost 
Lactobacillus nad 70 % in 55/107 (51 %) vzorcev zastopanost rodu Lactobacillus nad 98 %. 
V skupini ZPP je Lactobacillus predstavljal 50,3 %, Gardnerella pa 17,6 % vseh rodov, 
medtem ko sta v skupini PPP omenjena rodova predstavljala 75,5 % oziroma 5,22 %. Rod 
Atopobium je bil prisoten v višjih odstotkih v skupinah ZPP (5,05 %) in PPP (2,13 %) v 
primerjavi s TP skupino (1,59 %). Relativna zastopanost rodov za vsak posamezni vzorec z 
ozirom na teden rojstva je predstavljena na sliki 9. 
 
 
 
Slika 8: Stolpičasti diagram povprečne relativne zastopanosti različnih taksonomskih nivojih (A) družini, (B) 
rodu in (C) vrstah in po različni gestacijski skupini. 
Lactobacillus acidophilus/casei/crispatus/gallinarum: 100 % L. crispatus/100 % L. gallinarum glede na 
BLAST; Lactobacillus crispatus/gasseri/helveticus/johnsonii/kefiranofaciens: 100 % L. gasseri gelede na 
BLAST (angl. basic local alignment search tool). 
 
Figure 8: Stacked bar plots of average relative abundance at the (A) family, (B) genus, and (C) species 
taxonomic levels compared according to the gestational age of delivery. 
Lactobacillus acidophilus/casei/crispatus/gallinarum: 100 % L. crispatus/100 % L. gallinarum according to 
BLAST; Lactobacillus crispatus/gasseri/helveticus/johnsonii/kefiranofaciens: 100 % L. gasseri according to 
BLAST. BLAST, Basic Local Alignment Search Tool. 
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Slika 9: Relativna zastopanost rodov v vsakem posameznem vzorcu. 
Vsak stolpec predstavlja preiskovanko in vsaka barva svoj rod. Višina barvnega stolpca predstavlja relativno 
številčnost tega rodu v vzorcu z ozirom na gestacijski teden.  
 
Figure 9: The relative representation of genera in each individual sample. 
Each bar represents a participant and each colored box a genus. The height of a color box represents the relative 
abundance of that genus within the sample according to a week of delivery. Lower abundance taxa are not 
shown. 'Other' represents taxa less abundant taxa. 
 
4.6 DIFERENČNA ZASTOPANOST NA NIVOJU ASV MED GESTACIJSKIMA 
SKUPINAMA 
 
S pristopom brez hipoteze smo z diferenčno analizo zastopanosti (DESeq2) na nivoju ASV 
dokazali več kot 24-krat večjo zastopanost ASV-ja, ki pripada vrsti Lactobacillus gasseri, 
in več kot 6-krat višjo zastopanost ASV-ja, ki pripada Lactobacillus jensenii pri nosečnicah, 
ki so rodile ob terminu v primerjavi z nosečnicami, ki so rodile prezgodaj. V PP skupini smo 
odkrili 8-kratno in 7-krat večjo zastopanost ASV-jev, ki pripadajo vrstam Sneathia 
sanguinegens in Streptococcus agalactiae/pyogenes, v primerjavi s terminsko skupino (slika 
10A). Ko smo primerjali ZPP in TP skupini, so rezultati dodatno pokazali na večjo 
zastopanost (3-krat) Lactobacillus crispatus/gasseri/helveticus/johnsonii/kefiranofaciens 
(100 % L. gasseri glede na BLAST) v skupini TP (slika 10B). AVS-ji, ki so pripadali 
naslednjim taksonom, so bili odkriti kot različno obogateni (Pneprilag < 0,05), ko smo 
primerjali PP s TP skupino, vendar niso dosegli statistične značilnosti po prilagoditvi FDR 
za večkratno testiranje: Lactobacillus crispatus/gasseri/helveticus/johnsonii/kefiranofaciens 
(100 % L. gasseri glede na BLAST), Shewanella algae/indica, Prevotella disiens, 
Gardnerella vaginalis, Streptococcus anginosus/milleri, Prevotella bivia/denticola in 
Enterococcus faecalis. ASV-ji, ki so pripadali vrstam Prevotella timonensis, Anaerococcus 
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hydrogenalis, Lactobacillus acidophilus/casei/crispatus/gallinarum (100 % L. crispatus/L. 
allinarum, BLAST), Atopobium vaginae, Staphylococcus haemolyticus/petrasii in 
Bifidobacterium longum so bili ugotovljeni kot mejno statistično značilni pred prilagoditvijo 
FDR za večkratno testiranje (preglednica 5). 
 
 
 
Slika 10: Primerjava diferenčne zastopanosti vaginalnih mikrobnih ASV-jev med kohortami različnimi po 
gestacijski starosti ob porodu. 
(A) Diferenčna zastopanost: vsi prezgodnji porodi proti vsem terminskim. (B) Diferenčna zastopanost: Zgodnji 
prezgodnji porod proti terminski porod. Vsaka točka predstavlja posamezni ASV. Prikazani so samo ASV-ji z 
statistično značilnimi razlikami (P < 0,05, FDR-korigirana) v logFC spremembi (x-os). V analizo diferenčne 
zastopanosti DeSeq2 so bili vključeni ASV-ji s prevalenco višjo od 3 % in z več kot 50 sekvencami upoštevajoč 
vse vzorce. Lactobacillus crispatus/gasseri/helveticus/johnsonii/kefiranofaciens: 100 % L. gasseri glede na 
BLAST. ASV, ASV, varianta sekvence amplikonov; BLAST (angl. basic local alignment search tool). 
 
Figure 10: Comparison of the differential abundance of vaginal microbial ASVs between different gestational 
age groups.  
(A) Differential abundance: all preterm vs term. (B) Differential abundance: early preterm vs term. Each point 
represents an ASV. Only ASVs with significant differences (P < 0.05, FDR-adjusted) in log2 fold change (x-
axis) are shown. ASVs with prevalence greater than 3 % and > 50 reads were included in the DeSeq2 
differential abundance analysis. Lactobacillus crispatus/gasseri/helveticus/johnsonii/kefiranofaciens: 100 % 
L. gasseri according to BLAST. ASV, amplicon sequence variant; BLAST, Basic Local Alignment Search 
Tool. 
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Preglednica 5: Analiza diferenčne relativne zastopanosti (DESeq2) med prezgodnjo (n = 48) in terminsko (n = 107) skupino na nivoju amplikonov sekvenčnih variant 
(ASV). 
 
Table 5. Differential relative abundance (DESeq2) analysis between preterm (n = 48) and term (n = 107) groups at amplicon sequence variant (ASV) level. 
 
baseMe
an 
log2Fold 
spremem
ba 
P-
vrednost 
P-vrednost 
prilagojena 
Deblo Rod Red Družina Vrsta 
5,64 -24,31  < 0,00001  < 0,00001 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus gasseri 
472,71 7,36 0,00002 0,00068 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus agalactiae/pyogenes 
63,36 8,29 0,00003 0,00068 Fusobacteria Fusobacteriia Fusobacteriales Leptotrichiaceae Sneathia sanguinegens 
492,98 -6,99 0,00006 0,00117 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus jensenii 
1300,92 -2,52 0,00407 0,05580 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus 
crispatus/gasseri/helveticus/johnsonii/k
efiranofaciens 
3,09 3,73 0,00413 0,05580 Proteobacteria Gammaproteoba
cteria 
Alteromonadales Shewanellaceae Shewanella algae/haliotis/indica/upenei 
12,77 -2,62 0,00648 0,07498 Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella disiens 
36,68 7,72 0,01347 0,09998 Actinobacteria Actinobacteria Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Gardnerella vaginalis 
80,56 1,99 0,01296 0,09998 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus anginosus/milleri 
29,92 2,05 0,01570 0,10597 Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella bivia/denticola 
521,86 -3,88 0,01836 0,11438 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus fornicalis/jensenii 
9,09 4,22 0,02175 0,12584 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus durans/faecalis/faecium 
7,81 -5,95 0,03576 0,18102 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus coleohominis 
26,07 -3,59 0,05317 0,22667 Actinobacteria Actinobacteria Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Gardnerella vaginalis 
44,10 -1,83 0,05025 0,22667 Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella timonensis 
2,29 3,51 0,05077 0,22667 Firmicutes Clostridia Clostridiales Family_XI Anaerococcus hydrogenalis 
38409,2
3 
-1,26 0,05715 0,23147 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus 
acidophilus/casei/crispatus/gallinarum 
898,06 2,28 0,07577 0,27896 Actinobacteria Coriobacteriia Coriobacteriales Coriobacteriaceae Atopobium vaginae 
4,43 3,99 0,07547 0,27896 Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus haemolyticus/petrasii 
3,77 -4,34 0,08685 0,29312 Actinobacteria Actinobacteria Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium longum 
2,70 -2,65 0,08609 0,29312 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus 
acidophilus/casei/crispatus/gallinarum 
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3.6 PRIMERJAVA RELATIVNE ZASTOPANOSTI POSAMEZNIH TAKSONOV 
 
Poleg pristopa globalne analize brez hipoteze, smo v nadaljevanju raziskave primerjali 
relativne zastopanosti posameznih taksonov, ki so bili v znanstveni literaturi že povezani s 
protektivnim ali tveganim učinkom na PP. S tem pristopom smo na nivoju rodu analizirali 
in potrdili zmanjšano srednjo relativno zastopanost rodu Lactobacillus v skupini PP v 
primerjavi s TP (Pprilag. = 0,000177) z uporabo enostranskega Wilcoxonovega testa vsote 
rangov na taksonomsko združenih podatkih. 
 
V nadaljevanju smo mikrobiomske podatke uporabili tudi za testiranje nekaterih predhodno 
poročanih povezav med PP in rodovi, za katere je bilo v znanstveni literaturi opisano, da 
imajo povečano zastopanost med BV ali AV (Callahan in sod., 2017a; DiGiulio in sod., 
2015) (preglednica 3). Na nivoju rodov smo v našem naboru vzorcev potrdili statistično 
značilne povezave za naslednje taksone, ki so bili predhodno povezani z BV: Gardnerella, 
Atopobium, Sneathia, Gemella, Megasphaera in Dorea. Značilnih povezav srednjih 
relativnih zastopanostih s PP nismo zaznali pri naslednjih rodovih: Ureaplasma, 
Mycoplasma, Mobiluncus in Peptoniphilus. Med rodovi, povezanimi z AV, smo odkrili 
povečano številčnost rodov Streptococcus in Escherichia/Shigella v PP skupini (preglednica 
3). 
 
Na nivoju vrst/ASV smo posamično testirali povezavi zastopanosti L. crispatus in L. iners s 
PP. Srednja relativna zastopanost ASV, ki pripada skupini Lactobacillus 
acidophilus/casei/crispatus/gallinarum (razvrščena kot 100 % L. crispatus/L. gallinarum 
glede na BLAST), je bila v TP skupini obogatena v primerjavi s PP skupino (enostranski 
Wilcox-test, Pprilag. = 0,0201), in sicer z 38,1 % v TP in 26,9 % v PP skupini. Povezava L. 
iners z gestacijsko starostjo ni bila statistično značilna. 
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Preglednica 6: Testiranje hipotez relativne zastopanosti posameznih taksonov; vsi prezgodnji porodi (n = 48) 
v primerjavi s terminskimi porodi (n = 107).  
P-vrednosti so bile izračunane z enostranskim Wilcoxonovim testom vsote rangov in nato prilagojene za 
večkratno testiranje hipotez po metodi Benjamini-Hochberg. Prilagojeni P < 0,05 je veljal kot statistično 
značilen. P-vrednosti < 0,05 in < 0,001 sta predstavljeni kot * in ***. ns, statistično neznačilno; FDR, stopnja 
napačnega odkrivanja. aLactobacillus acidophilus/casei/crispatu/gallinarum: 100 % L. crispatus/100 % L. 
gallinarum v skladu z BLAST. 
 
Table 6: Testing the hypotheses of the relative abundance of individual taxa; preterm (n = 48) versus term 
group (n = 107). 
The P-values were calculated with the one-sided Wilcoxon rank-sum test and then adjusted for multiple 
hypotheses by the Benjamini–Hochberg method. Adjusted P < 0.05 was considered significant. 
P-values < 0.05 and < 0.001 are represented as *and ***, respectively. ns, non-significant; FDR, false 
discovery rate. Lactobacillus acidophilus/casei/crispatus/gallinarum: 100 % L. crispatus/100 % L. gallinarum 
according to BLAST. 
 
Rod Hipoteza P-vrednost P-prilagojena 
(FDR) 
Statistična 
značilnost 
Lactobacillus Zmanjšana 0,0000142 0,000177 *** 
Bakterijska vaginoza 
Prevotella Povečana 0,0874 0,124 ns 
Gardnerella Povečana 0,0153 0,0324 * 
Atopobium Povečana 0,0000850 0,000482 *** 
Sneathia Povečana 0,0000209 0,000177 *** 
Gemella Povečana 0,00550 0,0187 * 
Megasphaera Povečana 0,00434 0,0184 * 
Ureaplasma Povečana 0,327 0,427 ns 
Mycoplasma Povečana 0,474 0,474 ns 
Mobiluncus Povečana 0,453 0,474 ns 
Dialister Povečana 0,0711 0,121 ns 
Peptoniphilus Povečana 0,394 0,447 ns 
Dorea Povečana 0,00925 0,0262 * 
Aerobni vaginitis 
Streptococcus Povečana 0,0132 0,0321 * 
Staphylococcus Povečana 0,377 0,447 ns 
Enterococcus Povečana 0,0877 0,124 ns 
Escherichia/Shigella Povečana 0,0249 0,0471 * 
Vrsta Hipoteza P-vrednost P-prilagojena 
(FDR) 
Statistična 
značilnost 
aL. crispatus Zmanjšana 0,0201 0,0402 * 
L. iners Povečana 0,312 0,312 ns 
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4.7 ANALIZA BAKTERIJSKIH SKUPNOSTI (CST) VAGINALNEGA 
MIKROBIOMA  
 
Analiza podtipov vaginalnih bakterijskih skupnosti (CST) je bila opravljena na ravni ASV, 
ki je natančna na eno nukleotidno razliko 16S rRNA genske sekvence (Callahan in sod., 
2016a). S hierarhično analizo smo pokazali, da vaginalno mikrobioto sestavlja 5 različnih 
profilov bakterijskih skupnosti, v katerih prevladujejo predvsem vrste L. crispatus (CST I), 
L. gasseri (CST II), L. iners (CST III) in L. jensenii (CST V) ter skupnosti osiromašene z 
Lactobacillus vrstami in obogatenimi za anaerobne bakterije (CST IV) (slika 11). 
Zastopanosti posameznih CST-jev v celotnem naboru vzorcev so bile naslednje: CST I (31,6 
%), CST II (11,6 %), CST III (32,3 %), CST IV (16,8 %) in CST V (7,74 %). V analiziranem 
vzorcu sta torej skupno prevladovali skupnosti obogateni z vrstama L. crispatus in L. iners. 
V skupnosti CST IV je bilo 41,2 % preiskovank z ZPP, 21,4 % preiskovank s PPP in le 8,41 
% TP preiskovank (slika 11 A). CST I (v katerem je prevladoval L. crispatus) je bil prisoten 
pri 38,3 % preiskovank, ki so rodile ob terminu, 17,6 % preiskovank ZPP skupine in 14,3 % 
preiskovank iz skupine PPP (slika 11A). Opazili smo značilno razliko v skupni frekvenci 
petih CST-jev med tremi skupinami (TP, PPP in ZPP), PFisherjev eksaktni test = 0,00250, ki je bila 
še bolj izrazita, ko smo upoštevali samo TP in ZPP skupini (PFisherjev eksaktni test = 0,00050). 
 
Ko smo testirali predhodno poročano povezavo vaginalnega mikrobiomskega profila, ki ima  
najbolj raznoliko sestavo in je osiromašen z vrstami Lactobacillus, (CST IV), s PP, je bil le-
ta v skupini ZPP precej bolj zastopan v primerjavi s TP skupino (PFisherjev eksaktni test = 0,0008). 
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Slika 11: Analiza vaginalnih bakterijskih skupnosti (CST) 
(A) Delež gestacijske skupine v posamičnem CST; zgodnji prezgodnji (n = 34), pozno prezgodnji (n = 14), 
terminski porod (n = 107), v določenem CST; CST I – L. crispatus, CST II – L. gasseri, CST III – L. iners, 
CST V – L. jensenii/L. iners, prevladujoči CST IV – podtip osiromašen z vrsto Lactobacilli in obogaten za 
anaerobne bakterije. (B) Toplotni diagram relativne zastopanosti 20-ih najbolj zastopanih ASV-jev v 
vaginalnem mikrobiomu pred porodom, glede na zgodnji prezgodnji, pozni prezgodnji in terminski porod. 
Frekvence posameznih CST-jev (CST I, CST II, CST III, CST IV,) v celotnem naboru vzorcev so bile 31,6 %, 
11,6 %, 32,3 %, 16,8 %, 7,74 %. CST, podtip bakterijske skupnosti 
 
Figure 11: Analysis of vaginal community state types (CST) 
(A) The proportion of delivery group; early preterm (n = 34), late preterm (n = 14), term (n = 107), in specific 
CST; CST I- L. crispatus, CST II- L. gasseri, CST III- L. iners, CST V- L. jensenii/L. iners – dominated 
clusters, CST IV- a cluster depleted of Lactobacilli species and enriched for anaerobic bacteria. (B) The 
heatmap of the relative abundance of 20 most abundant ASVs in the vaginal microbiome before the delivery 
of pregnant women by early preterm, late preterm, and term delivery. Frequencies of CST I, CST II, CST III, 
CST IV, and CST V in the entire sample were: 31.6 %, 11.6 %, 32.3 %, 16.8 %, 7.74 %. CST, community state 
type. 
 
4.8 ZNAČILNOSTI PREISKOVANE POPULACIJE (TRANSKRIPTOM) 
 
Vezano na različne profile bakterijskih skupnosti (CST), ki smo jih določili v prvem delu 
raziskave na podlagi rezultatov 16S rRNA sekvenciranja, smo v drugi del raziskave vključili 
20 primerov TP (s CST I profilom) in 15 primerov PP, med njimi 7 z mikrobiomskim 
profilom CST III in 8 z CST IV. Pri tem je predstavljal CST I (L. crispatus) protektivni 
mikrobiomski profil povezan s TP, kar smo potrdili tudi v prvem delu sedanje raziskave; 
CST IV tvegan mikrobiomski profil, ki smo ga v prvem delu raziskave povezali s PP in CST 
III, potencialno tvegani profil v katerem prevladuje vrsta L. iners, vloga katere pri PP še ni 
povsem opredeljena; nekatere raziskave so pokazale povezanost vaginalne prisotnosti L. 
iners s PP in slabšo obrambo pred patogeni (Kindinger in sod., 2017; Petricevic in sod., 
2014), vendar v naši raziskavi povezave nismo potrdili (več v poglavju »Razprava«). 
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Osredotočili smo se na primerjavo vseh PP s tveganim in potencialno tveganim 
mikrobiomskim profilom (CST IV + CST III) proti TP s protektivnim mikrobiomskim 
profilom (CST I). 
 
Preučili smo demografske in klinične značilnosti 35 preiskovank vključenih v 
transkriptomski del raziskave (preglednica 7). Med vzorci vključenimi v analizo nismo 
zaznali statistično značilnih razlik v starosti matere ob porodu, spolu ploda, prisotnosti 
gestacijskega diabetesa mellitusa, zdravljenju s progesteronom med nosečnostjo, vaginitisu, 
urogenitalni infekciji med nosečnostjo in v številu predhodnih rojstev. Preiskovanke so se 
pričakovano statistično značilno razlikovale po povprečni gestacijski starosti ob porodu, ki 
je za skupino PP znašala 30,13 ± 3,58 tednov in za skupino TP 39,80 ± 0,95 tednov. 
Povprečna teža novorojenca je za skupino PP znašala 1686,13 ± 714,88 g in za TP skupino 
3503,75 ± 422,90 g. V skupini PP je 7 (47 %) preiskovank rodilo s PPROM, medtem ko je 
do spontanega razpoka plodovih ovojev prišlo le pri 2 (10 %) preiskovankah iz skupine TP.  
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Preglednica 7: Demografske in klinične značilnosti preiskovank vključenih v transkriptomski del raziskave. 
Porazdelitev kategoričnih spremenljivk smo primerjali s Pearsonovim Hi-kvadrat testom pri 5 % stopnji 
statistične značilnosti in porazdelitev zveznih spremenljivk z nenormalno porazdelitvijo z Wilcoxonovim 
testom vsote rangov. Značilnosti s statistično značilnimi razlikami (pri 5 % stopnji) med kohorto, ki je rodila 
prezgodaj in terminsko kohorto so označene s krepko pisavo. PROM, prezgodnji razpok plodovih ovojev; SD, 
standardna deviacija;  
 
Table 7: Demographic and clinical characteristics of participants included in the transcriptomic part of the 
study. 
Distributions of categorical variables are compared using Pearson chi-square test at a 5 % level of significance 
and distribution of continuous variables with non-normal distribution with Wilcoxon rank-sum test. 
Characteristic with significant differences (at 5 % level) between preterm and term cohorts are in bold.  
PROM premature rupture of membranes; SD, standard deviation. 
 
Demografske in klinične lastnosti 
preiskovank 
Skupno število (n = 35) 
Prezgodnji 
≤ 366/7tednov 
 n = 15 (%) 
Terminski  
≥ 380/7 tednov 
n = 20 (%) 
P-vrednost 
χ2test, 
aWilcoxonov test vsote rangov  
bFisherjev eksaktni test 
Materina starost ob porodu, Leta; 
povprečje ± SD 
31,09 ± 4,98 29,40 ± 4,12 aP = 0,1744  
 
Gestacijska starost ob porodu 
(tedni; povprečje ± SD) 
30,13 ± 3,58 39,80 ± 0,95 aP = 4,8944E-7 
Teža novorojenca (g; povprečje ± SD) 1686,13 
± 714,88 
3503,75 ± 
422,90 
aP = 0,000001  
Gestacijski diabetes mellitus 
Da/Ne 3 (20)/ 12 (80) 1 (5)/ 19 (95) P = 0,1675, χ2 = 1,91 
Delavni status 
Zaposlena/Nezaposlena 14 (93)/ 1(7) 17 (75)/ 3 (15) P = 0,4432, χ2 = 0,588 
Kajenje 
Da 4 (27) 3 (15) bP = 0,1645 
Ne 11 (73) 13 (65)  
Opustila kajenje pred nosečnostjo 0 (0) 4 (20)  
Zdravljenje s progesteronom 
Da/Ne 4(27)/ 11(73) 2 (10)/ 18 (90) P = 0,1954, χ2 = 1,67 
Tokolitik (atosiban) 
Da/Ne 1 (7)/ 14 (93) 0 (0)/ 20 (100) bP = 0,4286  
Vaginitis in zdravljenje 
Da/Ne 3 (20)/ 12 (80) 10 (50)/ 10 
(50) 
P = 0,69103, χ2 = 3,30 
Urogenitalna infekcija 
Da/Ne 1 (7)/ 14 (93) 1 (5)/ 19 (95) P = 0,8335, χ2 = 0,044 
Število predhodnih rojstev 
0 7 (47) 9 (45) P = 0,933, χ2 = 0,139 
1 6 (40) 9 (45)  
2-4 2 (13) 2 (10)  
Predhodni prezgodnji porod 
Da/Ne 1 (7)/ 14 (93) 0 (0)/ 20 (100) bP = 0,4286  
Spol ploda    
Ženski/ Moški 6 (40) / 9 (60) 10 (50)/ 10(50) P = 0,5567, χ2 = 0,35 
PROM 7 (47) / 8 (53) 2 (10)/ 18(90) P = 0,0140, χ2 = 6,03 
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4.9 ANALIZA DIFERENČNEGA GENSKEGA IZRAŽANJA V MATERINI 
PERIFERNI KRVI  
 
Vezano na število vzorcev smo se osredotočili na analizo, s katero smo preučili skupen 
možen vpliv tveganega in potencialno tveganega vaginalnega mikrobioma na 
transkriptomski profil. V primerjavo diferenčnega izražanja transkriptov posameznih genov 
s programskim paketom DeSeq2 smo tako vključili združenih 15 primerov PP s tveganim 
mikrobiomskim profilom (CST IV) (n = 8) ali srednje tveganim mikrobiomskim profilom 
CST III (n = 7) in 20 kontrol - TP s protektivnim mikrobiomskim profilom (CST I) (n = 20). 
Z analizo diferenčnega izražanja v polni krvi po prilagoditvi za večkratno testiranje nismo 
odkrili statistično značilno različno izraženega gena (P < 0,1) pri nosečnicah, ki so rodile 
prezgodaj, v primerjavi s TP kontrolami. Slika 12 prikazuje MA graf binane logaritemske 
spremembe (log2FC) proti srednjim vrednostim normaliziranih štetij transkriptov v 
regularizirani logaritemski distribuciji podatkov RNA-sekvenciranja.  
 
 
 
Slika 12: MA graf analize diferenčnega izražanja v materini polni krvi. 
MA graf je vizualni prikaz diferenčnega genskega izražanja, kjer X os predstavlja normalizirane podatke 
števila transkriptov in Y os binarno logFC spremembo. Vsaka siva pika predstavlja posamezni transkript. V 
dotični preiskavi nismo zaznali transkriptov RNA, ki bi bili statistično značilno različno izraženi (P < 0,1) po 
prilagoditvi za večkratno testiranje. Modri črti predstavljata logFC spremembo > 1 ali < -1.  
 
Figure 12: MA graph of the differential expression analysis in maternal whole blood.  
The MA graph is a visual representation of differential gene expression, where the X axis represents the 
normalized transcript counts data and Y stands for binary log fold change. Transcripts are represented by gray 
dots. In the present investigation, we did not detect RNA transcripts that were significantly differently 
expressed (P < 0.1) after adjustment for multiple testing. The blue lines represent log2 fold change > 1 or < -
1. 
 
Med 10-imi najvišje uvrščenimi prekomerno izraženimi geni, ki sicer po korekciji statistične 
značilnosti niso dosegli, je le gen CXCL16 presegel logFC > 1, (logFC = 1,35) (slika 13). 
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Le-ta kodira kemokinski ligand, ključen za kemotakso, pozitivno uravnavanje celične 
migracije, aktivnost kemokinov in citokinov ter celični odziv na lipopolisaharide. Njegove 
molekularne funkcije in biološki procesi glede na podatke baze genske ontologije (angl. gene 
ontology GO) so prikazani v preglednici 8. Deset najvišje uvrščenih transkriptov je 
prikazanih na sliki 14.  
 
Preglednica 8: Molekularne funkcije in biološki procesi gena CXCL16 glede na podatkovno bazo GO. 
Table 8: GO molecular functions and biological processes of the CXCL16 gene. 
 
CXCL16 Molekularna funkcija GO Biološki procesi GO 
CXC 
kemokinski 
ligand 16 
kemokinska aktivnost (GO:0008009); 
vezava na citokinske receptorje 
(GO:0005126); citokinska aktivnost 
(GO:0005125); aktivnost lipoproteinskih 
receptorjev nizke gostote (GO:0005041); 
aktivnost receptorjev čistilcev 
(GO:0005044); aktivnost molekularnih 
adapterjev (GO:0060090) 
kemotaksa levkocitov (GO:0030595); migracija 
limfocitov (GO:0072676); signalna pot z G 
proteinom sklopljenih receptorjev 
(GO:0007186); kemotaksa limfocitov 
(GO:0048247); pozitivno uravnavanje celične 
rasti (GO:0030307); pozitivno uravnavanje 
celične migracije (GO:0030335); z receptorji 
posredovana endocitoza (GO:0006898); odziv 
na stimulus citokinov (GO:0034097); odziv na 
interferon-gama (GO:0034341); odziv na faktor 
tumorske nekroze (GO:0034612); T-celična 
kemotaksa (GO:0010818) 
 
  
Slika 13: Diferenčno izražanje gena CXCL16 med prezgodnjimi porodi s tveganim vaginalnim mikrobiomskim 
profilom (CST III/CST IV) in terminskimi porodi s protektivnim CST I profilom. 
P-vrednost (neprilagojena) = 0,000181, logFC = 1,350. CST, podtip bakterijske skupnosti.  
 
Figure 13: Differential expression of the CXCL16 gene between preterm births with a high-risk vaginal 
microbiome profile (CST III/CST IV) and term births with a protective CST I profile. 
P-value (unadjusted) = 0.000181, logFC = 1.350. CST, community state type. 
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Slika 14: Deset najbolj različno izraženih transkriptov/genov med prezgodnjimi porodi s tveganim vaginalnim 
mikrobiomskim profilom (CST III/ CST IV) in terminskimi porodi s protektivnim CST I profilom. Modra 
barva predstavlja terminski porod in roza barva prezgodnji porod. 
CST, podtip bakterijske skupnosti.  
 
Figure 14: Ten most differentially expressed genes between preterm births with a high-risk vaginal microbiome 
profile (CST III/CST IV) and term births with a protective CST I profile.  
Blue colour represents preterm birth and pink colour term birth. CST; community state type.  
 
4.10 ANALIZA GSEA 
 
Iz podatkov o zastopanosti transkriptov posameznih genov smo v naslednjem koraku 
opravili funkcionalno obogatitveno analizo genskih nizov (angl. gene set enrichment 
analysis, GSEA) med vzorci PP s tveganim ali potencialno tveganim (CST IV/CST III) 
profilom mikrobioma ter kontrolami (TP) s protektivnim mikrobiomskim profilom (CST I). 
Z obogatitveno analizo GSEA lahko pridobimo biološke informacije o interakciji genov in 
njihovi povezanosti v biološke poti. Da bi ugotovili pomembno obogatene genske nize, smo 
uporabili vnaprej določen set genov (KEGG, verzija 7.0), ki smo ga pridobili iz podatkovne 
baze MsigDB (Liberzon in sod., 2011; Subramanian in sod., 2005). Kljub temu, da pri 
primerjavi PP primerov s tveganim mikrobiološkim profilom s kontrolami TP nismo zaznali 
statistično značilno izraženega gena pri P(prilagojena) < 0,1, smo ugotovili številne biološke 
poti, statistično značilno povezane s PP. Z uporabo nizov genov KEGG smo ugotovili 7 
statistično značilno obogatenih poti pri skupini PP (CST III/CST IV), med njimi 
fosfatidilinositol signalni sistem, adherentne stike, signalno pot B-celičnega receptorja, pot 
vaskularnega endotelijskega rasnega faktorja (VEGF), s Fc gama receptorji (FcγR) 
posredovano fagocitozo in JAK-STAT signalno pot (preglednica 9). Med nižje izraženimi 
potmi v skupini PP je statistično značilnost dosegla interakcijska pot receptorja 
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ekstraceličnega matriksa (ECM). Mejno statistično značilnost so dosegle tudi skupine 
genov, ki imajo pomembno vlogo v Fc epsilon RI signalni poti (Pprilag. = 0,077), regulaciji 
aktinskega citoskeleta (Pprilag. = 0,078) in inozitol fosfatnem metabolizmu (Pprilag. = 0,084). 
Med drugimi, so bile visoko uvrščene tudi KEGG poti udeležene v kemokinski signalni poti 
(Pneprilag. = 0,016014), tesnih stikih (Pneprilag. = 0,032491) in transendotelijski migraciji 
levkocitov (Pneprilag. = 0,033868), vendar le-te po prilagoditvi za večkratno testiranje 
statistične značilnosti niso dosegle.   
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Preglednica 9: Najbolj različno obogatene poti KEGG v skupini PP (CST III/CST IV) v primerjavi s TP (CST 
I).  
CST, podtip bakterijske skupnosti; KEGG, Kjotska enciklopedija genov in genomov. 
 
Table 9: Most differently enriched KEGG pathways in PP group (CST III/CST IV) versus TP (CST I). 
CST; community state type; KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. 
 
Pot P-vrednost 
prilagojena 
P-vrednost  
Normalizirana 
velikost 
učinka (NES) 
KEGG_PHOSPHATIDYLINOSITOL_SIGNALING_SYST
EM 0,001835 0,04895 2,028 
KEGG_ADHERENS_JUNCTION 0,001805 0,04895 2,007 
KEGG_B_CELL_RECEPTOR_SIGNALING_PATHWAY 0,001789 0,04895 2,001 
KEGG_VEGF_SIGNALING_PATHWAY 0,001805 0,04895 1,898 
KEGG_FC_GAMMA_R_MEDIATED_PHAGOCYTOSIS 0,001761 0,04895 1,842 
KEGG_JAK_STAT_SIGNALING_PATHWAY 0,001789 0,04895 1,819 
KEGG_PROSTATE_CANCER 0,001862 0,04895 1,803 
KEGG_ECM_RECEPTOR_INTERACTION 0,002146 0,04936 -1,902 
KEGG_INOSITOL_PHOSPHATE_METABOLISM 0,007463 0,08421 1,781 
KEGG_FC_EPSILON_RI_SIGNALING_PATHWAY 0,003745 0,07657 1,776 
KEGG_ENDOMETRIAL_CANCER 0,009091 0,08421 1,736 
KEGG_ALDOSTERONE_REGULATED_SODIUM_REAB
SORPTION 0,01152 0,09213 1,710 
KEGG_ACUTE_MYELOID_LEUKEMIA 0,01468 0,09871 1,679 
KEGG_REGULATION_OF_ACTIN_CYTOSKELETON 0,005405 0,07763 1,644 
KEGG_ERBB_SIGNALING_PATHWAY 0,007491 0,08421 1,640 
KEGG_NON_SMALL_CELL_LUNG_CANCER 0,01845 0,1061 1,623 
KEGG_NEUROTROPHIN_SIGNALING_PATHWAY 0,005300 0,07763 1,612 
KEGG_GLIOMA 0,01845 0,1061 1,603 
KEGG_PATHWAYS_IN_CANCER 0,005282 0,07763 1,597 
KEGG_WNT_SIGNALING_PATHWAY 0,01633 0,1002 1,581 
KEGG_MAPK_SIGNALING_PATHWAY 0,005484 0,07763 1,564 
KEGG_CALCIUM_SIGNALING_PATHWAY 0,02583 0,1440 1,545 
KEGG_LYSINE_DEGRADATION 0,03263 0,1663 1,544 
KEGG_FOCAL_ADHESION 0,01460 0,09871 1,539 
KEGG_AXON_GUIDANCE 0,02768 0,1498 1,537 
KEGG_DORSO_VENTRAL_AXIS_FORMATION 0,04589 0,1864 1,536 
KEGG_CHEMOKINE_SIGNALING_PATHWAY 0,01601 0,1002 1,535 
KEGG_GAP_JUNCTION 0,03249 0,1663 1,525 
KEGG_LEUKOCYTE_TRANSENDOTHELIAL_MIGRATI
ON 0,03387 0,1663 1,497 
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4.11 ANALIZA IPA 
 
V naslednjem koraku smo z analizo IPA prepoznali ključne biološke procese, na katere 
vplivajo najbolj različno izraženi geni (z ekspresijsko P-vrednostjo (neprilagojeno) < 0,1 in 
absolutno log2FC vrednostjo višjo od 0,2) med PP primeri (CST III/CST IV) in TP 
kontrolami (CST I). Analiza IPA na vključenem setu genov je temeljila na dveh merilih; Z-
aktivacijski vrednosti in P-prekrivajoči vrednosti. Z algoritmom aktivacijske Z-vrednosti 
smo prepoznali biološke funkcije in bolezenske procese s spremenjeno aktivacijo glede na 
spremembe izražanja genov v našem naboru podatkov. Pozitivna ali negativna Z-vrednost 
kaže na predvideno povečanje ali zmanjšanje določene funkcije/bolezni v skupini PP (CST 
IV/CST III) glede na TP (CST I). Da bi povečali striktnost naše analize, smo upoštevali le 
funkcije z absolutno Z-vrednostjo večjo od 2. P-vrednosti so bile v analizi IPA izračunane s 
Fischerjevim eksaktnim testom in odražajo verjetnost, da je povezava med nizom genov v 
našem naboru podatkov in sorodno biološko funkcijo statistično značilna (P < 0,05), kar je 
storjeno z oceno razmerja oziroma prekrivanja, med številom molekul v določeni poti, ki so 
statistično značilne in številom vseh molekul udeleženih v njej. 
Preglednica 10: Najbolj obogatene kategorije bolezenskih in funkcijskih procesov skupaj s pripadajočim 
razponom P-vrednosti za posamezne funkcije, ki pripadajo določeni kategoriji, in številom molekul udeleženih 
v dotični kategoriji.  
 
Table 10: The most enriched categories (diseases and functions), together with the corresponding range of P-
values for the individual functions belonging to a particular category and the number of molecules involved in 
the respective category. 
 
Bolezenske funkcije Razpon P-vrednosti Število molekul 
Vnetni odziv  3,27E-06 – 9,83E-37 280 
Imunološke bolezni 3,14E-06 – 5,97E-31 293 
Motnje vezivnega tkiva 3,27E-06 – 2,28E-24 152 
Vnetne bolezni 3,27E-06 – 2,28E-24 207 
Poškodba organizma in nepravilnosti 3,27E-06 – 2,28E-24 564 
Molekularne in celične funkcije   
Celična ogroženost 2,62E-06 – 9,83E-37 113 
Celično gibanje 2,68E-06 – 1,90E-27 208 
Celični razvoj  3,20E-06 – 1,66E-24 213 
Celična rast in proliferacija 3,20E-06 – 1,66E-24 214 
Celična smrt in preživetje 2,62E-06 – 1,39E-22 270 
Razvoj fizioloških sistemov in funkcij   
Transport imunskih celic 2,44E-06 – 3,75E-26 147 
Razvoj in funkcija hematološkega 
sistema 
3,20E-06 – 3,87E-24 213 
Struktura in razvoj limfoidnega tkiva 3,20E-06 – 3,87E-24 158 
Morfologija tkiva 2,70E-06 – 1,93E-18 159  
Hematopoeza 3,20E-06 – 9,17E-16 98 
 
V kategoriji funkcij povezanih z boleznijo smo z analizo IPA ugotovili statistično značilno 
povečano zastopanost genov udeleženih v vnetnem odzivu, ki so kazali povprečno povišano 
izražanje pri PP in skupin genov udeleženih v imunoloških in vnetnih boleznih ter 
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poškodbah in nepravilnostih organizma, ki so kazali na povprečno nižje izražanje v PP 
skupini.  
 
Vezano na kategorijo molekularnih in celičnih funkcij pri PP smo pokazali, da so obogatene 
funkcije z višjim izražanjem celično gibanje, celični razvoj, celična rast in proliferacija. 
Manj izraženimi v skupini PP pa so bili procesi celične smrti in preživetja.  
 
V sklopu analize razvoj fizioloških sistemov in funkcij smo ugotovili obogatene procese 
povezane s transportom imunskih celic ter obogatene nekatere procese povezane s strukturo 
in razvojem limfoidnega in funkcijo hematološkega sistema v skupini PP. 
 
Ko smo natančneje preučili bolezenske in funkcijske procese ter njihovo smer aktivacije 
smo pri skupini PP s tveganim ali potencialno tveganim vaginalnim mikrobiomskim 
profilom ugotovili še obogatitev genov udeleženih v migraciji celic, fagocitozi, kemotaksi 
(levkocitov, fagocitov, nevtrofilcev, mieloidnih celic), odgovorom fagocitov, oblikovanju 
celičnih izrastkov, ponotranjenjem celic, organizacijo citoskeleta in citoplazme, aktivacijo 
granulocitov in nevtrofilcev, celično kotaljenje (angl. rolling) in prijemanje oz. celično 
adhezijo (angl. homming) ter proliferacijo B-limfocitov. Med procesi z zaznano nižjo 
aktivacijo v skupini PP kot v skupini TP smo ugotovili procese celične smrti in preživetja, 
bolezni imunskega sistema kot je sistemski eritematozni lupus in procese povezane s 
preživetjem organizma. Preglednica 11 prikazuje najbolj obogatene bolezenske/funkcijske 
anotacije (absolutna Z-vrednost > 2) in njihovo smer aktivacije v skupini PP s CST III/CST 
IV. Na sliki 15 je prikazana ena izmed obogatenih funkcij v skupini PP, kemotaksa 
levkocitov, s predvidenimi aktivacijskimi učinki na navzdolnje (angl. downstream) 
molekule. Slika 16 prikazuje hierarhični toplotni diagram (TreeMap) bolezenskih in 
funkcijskih procesov.  
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Preglednica 11: Statistično značilno obogatene bolezenske funkcije v materini periferni krvi, v skupini s 
(potencialno) tveganim vaginalnim mikrobiomskim profilom (CST III/ CST IV) skupaj s pripadajočo P-
vrednostjo in predvideno smerjo aktivacije.  
CST, podtip bakterijske skupnosti. 
 
Table 11: Significantly enriched disease functions in maternal peripheral blood, in the groupp with potentially 
risky vaginal microbiome profile (CST III/ CST IV), along with corresponding P-value and predicted 
activation direction.  
CST, community state type.  
 
Kategorija Bolezen ali 
funkcijska 
anotacija 
P-
vrednost 
Napoveda
no 
aktivacijs
ko stanje 
Aktivaci
jska z-
vrednost 
Mo
lek
ule 
Vnetni odziv Vnetni odziv 4,41E-23 Povišano 2,036 97 
Celično gibanje Migracija celic 8,66E-23 Povišano 2,541 180 
Celično gibanje Celično gibanje 9,87E-23 Povišano 2,899 194 
Celično gibanje Prijemanje celic 1,15E-21 Povišano 4,263 77 
Celične funkcije in vzdrževanje, 
vnetni odziv 
Fagocitoza 1,18E-20 Povišano 2,497 55 
Celična smrt in preživetje Apoptoza 2,60E-20 Znižano -2,171 204 
Celično gibanje Kemotaksa 4,68E-20 Povišano 4,094 72 
Infektivne bolezni Virusna okužba 5,95E-20 Povišano 2,812 139 
Medcelično signaliziranje in 
interakcije, celične funkcije in 
vzdrževanje vnetnega odziva 
Fagocitoza celic 9,84E-19 Povišano 2,294 49 
Celično gibanje, razvoj in funkcija 
hematološkega sistema, transport 
imunskih celic 
Prijemanje levkocitov 1,22E-17 Povišano 2,835 54 
Celično gibanje, razvoj in funkcija 
hematološkega sistema, transport 
imunskih celic, vnetni odziv 
Kemotaksa 
levkocitov 
1,81E-17 Povišano 2,885 52 
Celično gibanje, razvoj in funkcija 
hematološkega sistema, transport 
imunskih celic, vnetni odziv 
Kemotaksa fagocitov 1,66E-15 Povišano 2,614 44 
Celično gibanje Kemotaksa 
mieloidnih celic 
2,10E-15 Povišano 2,614 43 
Bolezni vezivnega tkiva, 
imunološke bolezni, vnetne bolezni, 
poškodbe tkiva in nepravilnosti, 
skeletne in mišične bolezni  
Sistemski 
eritematozni lupus 
3,47E-15 Znižano -2,165 49 
Bolezni vezivnega tkiva, 
imunološke bolezni, vnetne bolezni, 
poškodbe tkiva in nepravilnosti, 
skeletne in mišične bolezni  
Eritematozni lupus 3,97E-15 Znižano -2,165 50 
Celična funkcija in vzdrževanje, 
vnetni odziv 
Odgovor fagocitov 1,12E-14 Povišano 2,108 37 
Celično gibanje, razvoj in funkcija 
hematološkega sistema, transport 
imunskih celic, vnetni odziv 
Kemotaksa 
nevtrofilcev 
1,13E-14 Povišano 3,063 30 
Celične funkcije in vzdrževanje Ponotranjenje celic 2,31E-13 Povišano 2,232 36 
 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 11 
Kategorija Bolezen ali 
funkcijska anotacija 
P-
vrednost 
Napoveda
no 
aktivacijs
ko stanje 
Aktivaci
jska z-
vrednost 
Mo
lek
ule 
Zbiranje celic in organizacija, 
celične funkcije in vzdrževanje 
Organizacija 
citoskeleta 
8,54E-13 Povišano 3,082 115 
Medcelično signaliziranje in 
interakcija 
Odgovor mieloidnih 
celic 
9,87E-13 Povišano 2,176 34 
Zbiranje celic in organizacija, 
celične funkcije in vzdrževanje 
Organizacija 
citoplazme 
2,32E-12 Povišano 3,084 122 
Dermatološke bolezni in stanja, 
vnetne bolezni, vnetni odziv, 
poškodbe organizma in 
nepravilnosti 
Dermatitis 2,94E-11 Povišano 2,025 46 
Celično gibanje, razvoj in funkcija 
hematološkega sistema, transport 
imunskih celic, vnetni odziv 
Aktivacija 
granulocitov 
3,98E-11 Povišano 2,851 21 
Medcelično signaliziranje in 
interakcija 
Odgovor 
granulocitov 
1,33E-10 Povišano 2,224 19 
Infektivne bolezni Infekcija z RNA 
virusom 
2,90E-10 Povišano 2,652 74 
Medcelično signaliziranje in 
interakcija, celična funkcija in 
vzdrževanje, vnetni odgovor 
Fagocitoza 
levkocitov 
3,83E-10 Povišano 2,074 25 
Celično zbiranje in organizacija, 
celična funkcija in vzdrževanje 
Dinamika 
mikrotubulov 
5,67E-10 Povišano 3,032 95 
Medcelično signaliziranje in 
interakcija 
Odgovor mieloidnih 
levkocitov 
6,36E-10 Povišano 2,562 20 
Medcelično signaliziranje in 
interakcija razvoj in funkcija 
hematološkega sistema, transport 
imunskih celic, vnetni odgovor 
Aktivacija 
nevtrofilcev 
1,48E-09 Povišano 2,661 17 
Preživetje organizma Bolezen ali 
umrljivost 
3,02E-09 Znižano -3,433 158 
Rak, gastrointestinalne bolezni, 
poškodba organizma in 
nepravilnosti 
Gastrointestinalni 
tumor 
3,04E-09 Povišano 3,068 431 
Preživetje organizma Smrt organizma 6,87E-09 Znižano -3,505 155 
Rak, gastrointestinalne bolezni, 
poškodba organizma in 
nepravilnosti 
Rak 
gastrointestinalnega 
trakta 
1,11E-08 Povišano 2,236 427 
Gensko izražanje Transaktivacija RNA 2,09E-08 Povišano 2,355 47 
Celični razvoj, rast in proliferacija, 
razvoj in funkcija hematološkega 
sistema, humoralni imunski odziv, 
struktura in razvoj limfoidnega 
tkiva  
Proliferacija B 
limfocitov 
2,33E-08 Povišano 2,021 32 
Celično gibanje Kotaljenje krvnih 
celic 
3,22E-08 Povišano 2,887 14 
Infekcijske bolezni Infekcija celic 6,44E-08 Povišano 2,472 60 
Rak, gastrointestinalne bolezni, 
poškodba organizma in 
nepravilnosti 
Gastrointestinalni 
karcinom 
8,23E-08 Povišano 2 408 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 11 
Kategorija Bolezen ali 
funkcijska anotacija 
P-
vrednost 
Napoveda
no 
aktivacijs
ko stanje 
Aktivaci
jska z-
vrednost 
Mo
lek
ule 
Celično gibanje, razvoj in funkcija 
hematološkega sistema, transport 
imunskih celic, vnetni odziv 
Kotaljenje fagocitov 1,48E-07 Povišano 2,444 9 
Celično gibanje, razvoj in funkcija 
hematološkega sistema, transport 
imunskih celic, vnetni odziv 
Kotaljenje levkocitov 2,13E-07 Povišano 2,887 13 
Celična morfologija, celično 
zbiranje in organizacija, celična 
funkcija in vzdrževanje 
Oblikovanje celičnih 
izrastkov 
2,25E-07 Povišano 2,595 71 
Celična smrt in preživetje, 
embrionalni razvoj  
Celična smrt 
embrionalnih celičnih 
linij 
3,51E-07 Povišano 2,206 35 
Celično gibanje, razvoj in funkcija 
hematološkega sistema, transport 
imunskih celic 
Kotaljenje 
granulocitov 
1,04E-06 Povišano 2,636 9 
Infektivne bolezni HIV infekcija 1,39E-06 Povišano 2,095 53 
Celična smrt in preživetje, celična 
ogroženost 
Citotoksičnost 
tumorskih celičnih 
linij 
2,35E-06 Znižano -2,961 9 
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Slika 15: Obogatena funkcija kemotakse levkocitov v skupini prezgodnjega poroda s predvidenimi 
aktivacijskimi/inhibitornimi učinki na navzdolnje molekule.  
Oranžne črte označujejo aktivacijo, rumene črte nekonsistentna odkritja o vplivu na navzdolnjo molekulo, sive 
črte pa nenapovedan učinek aktivacije. Z rdečo so prikazani geni/molekule z predvideno povišano aktivnostjo 
in z zeleno geni/molekule z predvideno znižano aktivnostjo. 
 
Figure 15: Enriched function of leukocyte chemotaxis in the preterm birth group along with predicted 
activation effects on downstream molecules. 
Orange lines indicate activation, yellow lines inconsistent discoveries about downstream molecule influences, 
gray lines on the unannounced effect of activation. The red shows genes/molecules with predicted increased 
activity and the green genes/molecules with predicted reduced activity. 
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Slika 16: Hierarhični toplotni diagram 
Slika prikazuje hierarhični toplotni diagram (TreeMap), kjer večji pravokotniki predstavljajo kategorijo 
sorodnih funkcij. Vsak pravokotnik predstavlja določen biološki proces ali bolezen. Velikost pravokotnika 
predstavlja obogatitev z geni in barva napovedano smer aktivacije oziroma Z-vrednost (oranžni odtenki – 
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povišana aktivacija, modri odtenki – znižana aktivacija) v skupini prezgodnjega poroda. Močnejša barva 
pomeni višjo absolutno Z-vrednost. Velikost pravokotnikov je povezana z višjo P-vrednostjo prekrivanja 
(vrednost Fisherjevega eksaktnega testa). (A) Najbolj značilne kategorije med vsemi procesi, (B) Procesi 
vnetnega odziva, (C) Procesi medceličnega signaliziranja.  
 
Figure 16: Hierarchical heatmap 
The figure shows a hierarchical heatmap (TreeMap) where the larger rectangles represent the category of 
related functions. Each rectangle represents a specific biological process or disease. The size of the rectangle 
represents the enrichment with the genes and the color of the predicted activation direction or Z-value (orange 
shades - increased activation, blue shades - reduced activation) in the preterm birth group. A stronger color 
means a higher absolute Z-value. The size of the rectangles is related to the higher overlap P-value (Fisher's 
exact test value). (A) The most significant categories of all processes, (B) Inflammatory response processes, 
(C) Cell to cell signaling processes. 
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5 RAZPRAVA 
 
V opravljeni raziskavi smo na vzorcu slovenske populacije nosečnic z visoko zmogljivim 
16S rRNA sekvenciranjem neodvisno opredelili vlogo vaginalnega mikrobioma kot 
dejavnika tveganja za PP. Predstavili smo nadaljnje dokaze, da ima materin vaginalni 
mikrobiom pomembno vlogo v etiologiji PP. Potrdili smo, da ima vaginalni mikrobiom 
nosečnic, ki so rodile prezgodaj, večjo mikrobno bogatost in raznolikost pred porodom, 
zmanjšano zastopanost rodu Lactobacillus in povečano zastopanost taksonov, povezanih z 
BV.  
 
V drugem delu raziskave smo z analizo transkriptoma v materini periferni krvi pred porodom 
osvetlili morebitno povezavo med gostiteljevim transkriptomom in tveganim vaginalnim 
mikrobiomskim profilom. Pokazali smo, da določene biološke poti in funkcije nakazujejo 
mehanizme, ki vodijo do PP povezanega s tveganim mikrobiomskim profilom.  
 
5.1 VLOGA VAGINALNEGA MIKROBIOMA PRI PREZGODNJEM PORODU 
 
V znanstveni literaturi že obstajajo dokazi, ki potrjujejo vlogo materinega vaginalnega 
mikrobioma kot možnega dejavnika tveganja za PP, vendar enoznačni zaključki zaradi 
uporabe različnih protokolov raziskav, različnih etničnosti preiskovank in heterogene 
etiologije samega mehanizma PP niso bili doseženi. Posledično ugotovljene spremembe v 
sestavi vaginalnih bakterijskih skupnosti danes še ne omogočajo jasnega prepoznavanja 
nosečnic z visokim tveganjem za PP. V skladu z navedenim smo postavili hipotezo, da bomo 
z neodvisno raziskavo v homogeni slovenski populaciji ugotovili razlike v sestavi 
vaginalnega mikrobioma med nosečnicami, ki so rodile prezgodaj in nosečnicami, ki so 
rodile ob predvidenem terminu poroda.  
 
Obsežno analizo sekvenc gena 16S rRNA smo opravili pri 107-ih preiskovankah, ki so rodile 
ob predvidenem terminu in 48 preiskovankah, ki so rodile prezgodaj, od katerih jih je 34 
rodilo zelo prezgodaj (< 34 tednov). Naši rezultati so pokazali, da imajo nosečnice, ki so 
rodile prezgodaj, večjo vrstno bogatost in raznolikost vaginalnega mikrobioma, skupaj z 
zmanjšano zastopanostjo rodu Lactobacillus, še posebej vrste L. crispatus in povečano 
zastopanost rodu Gardnerella. Poleg večje mikrobiološke bogatosti in raznolikosti smo 
ugotovili, da so bile skupne frekvence CST-jev bistveno različne med skupinami ZPP, PPP 
in TP, pri čemer je bil CST IV, ki je obogaten z BV-povezanimi taksoni in ima večjo 
raznolikost, pogosteje opažen v skupini ZPP kot v TP skupini. Ta opažanja so v skladu z 
večino predhodno opravljenih raziskav sekvenciranja 16S rRNA, ki so preučevale podobno 
raziskovalno vprašanje v populacijah bele rase. 
 
Višja alfa raznolikost in manjša zastopanost Lactobacillus spp. (CST IV) v zgodnjih fazah 
nosečnosti je bila v znanstveni literaturi predhodno povezana z nižjo gestacijsko starostjo ob 
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porodu (Callahan in sod., 2017a; DiGiulio in sod., 2015). V raziskavi Stafford in sod. (2017) 
je bilo dokazano, da se zastopanost CST-jev razlikuje med TP in PP skupinama; PP je bil 
povezan s prevlado CST V (L. jensenii), medtem ko sta bila CST I (L. crispatus) in CST II 
(L. gasseri) povezana s TP. Nasprotno v raziskavi Kindinger in sod. (2017) povezave med 
PP in vaginalno disbiozo (CST IV) niso potrdili. To neskladje je mogoče pojasniti z 
vključitvijo le preiskovank z visokim tveganjem za PP, zaradi česar bi mikrobni vzrok za PP 
v tej kohorti lahko bil manj izrazit. Tudi v raziskavi Freitas, A. C. in sod. (2018), ki je bila 
izvedena v kanadski kohorti, v zgodnji nosečnosti niso odkrili določenega profila 
vaginalnega mikrobioma, ki bi lahko napovedal PP, vendar so ugotovitve o povečani 
bogatosti in raznolikosti pri primerih PP v skladu z našo raziskavo kljub različno 
uporabljenim metodologijam (pirosekvenciranje bakterijskega gena, ki kodira šaperon z 
molekulsko maso 60 kDa - cpn60). 
 
Medtem ko je bila zaščitna vloga vrste L. crispatus večkrat dokazana v večini predhodno 
opravljenih raziskav 16S rRNA sekvenciranja (Callahan in sod., 2017a; Cobo in sod., 2019; 
Fettweis in sod., 2019; Kindinger in sod., 2017; Stafford in sod., 2017; Tabatabaei in sod., 
2018), so bile povezave L. iners s PP nasprotujoče. Najobsežnejša raziskava 16S rRNA 
sekvenciranja izvedena na beli evropski populaciji, ki je raziskovala vlogo vaginalne 
mikrobiote pri PP (Tabatabaei in sod., 2018), je ugotovila, da je bil oligotip L. 
iners/Ralstonia solanacearum povezan z zmanjšanim tveganjem za zgodnji (< 34 tednov), 
ne pa tudi pozni (34-36 tednov) PP. Z zmanjšanim tveganjem za PP v isti raziskavi sta bila 
povezana tudi oligotipa L. gasseri/L. johnsonii, L. crispatus/L. acidophilus in 
Bifidobacterium longum/Bifidobacterium breve. V nasprotju z omenjenim pa je nedavno 
opravljena raziskava 16S sekvenciranja V1-V3 regije (Kindinger in sod., 2017) pokazala, da 
je prevlada L. iners pri 16-ih tednih nosečnosti potencialni dejavnik tveganja za zgodnji PP 
(< 34 tednov). Povezave L. iners s TP ali PP nismo uspeli potrditi, vendar pa so naši rezultati 
pokazali, da je bila njegova povprečna relativna zastopanost najvišja v skupini PPP (51,8 
%), medtem ko je bila vrsta v TP skupini bolj razširjena (32,6 %) v primerjavi z ZPP (21,9 
%). 
 
Z globalno analizo diferenčne zastopanosti smo pokazali, da so ASV-ji, ki pripadajo vrstam 
Sneathia sanguinegens in Streptococcus agalactiae/pyogenes, v PP skupini najbolj 
obogateni (kar 8 in 7-krat višja zastopanost) v primerjavi s TP skupino. Sneathia 
sanguinegens je po Gramu negativna anaerobna bakterija. Predhodno objavljena raziskava 
je poročala, da so bile Snehatia vrste ene od najpogosteje zaznanih v amnijski tekočini pri 
posameznicah, ki so doživele PP z intaktnimi membranami (Jayaprakash in Sycuro, 2018). 
Pogosto so bile povezane z neželenimi izidi nosečnosti, spontanim splavom, kot tudi s 
progresivno cervikalno neoplazijo. Klinično rod Snehatia uvrščamo med taksone, ki so 
najbolj razširjeni pri pro-vnetnih tipih mikrobnih skupnosti (CST IV), prav tako pa je bil rod 
povezan z povečanim izražanjem vnetnih citokinov (IL-1α, IL-β, TNF-α, in IL-8 ) (Anahtar 
in sod., 2015), kar govori v prid njegovi potencialni vlogi pri sprožitvi PP. Streptococcus 
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agalactiae (skupina B Streptococcus, GBS) je po Gramu pozitivna bakterija, ki predstavlja 
znan glavni vzrok neonatalne sepse (de Goffau in sod., 2019). Če je prisotna pri materi med 
porodom, se lahko prenese na novorojenčka in povzroči pljučnico, septikemijo in meningitis. 
Raziskave na živalskih modelih so pokazale, da GBS proizvaja zunajcelične membranske 
vezilke, ki preko dejavnikov virulentnosti in toksinov vodijo v razgradnjo vezivnega tkiva 
plodove membrane ter posledično oslabijo njeno mehansko moč, kar lahko povzroči 
prezgodnje raztrganje amnijske vrečke in posledično PP (Surve in sod., 2016). Tudi meta-
analiza in sistematski pregled literature sta pokazala, da obstajajo dokazi, ki nakazujejo, da 
je PP povezan s kolonizacijo GBS, zlasti v primeru vertikalne okužbe (bakteriurija) 
(Bianchi-Jassir in sod., 2017). Prav tako je bila v nedavni mikrobiomski raziskavi človeške 
placente dokazana tudi možnost perinatalne pridobitve S. agalactiae v posteljico, kljub temu 
da so avtorji zaključili, da bakterijska okužba posteljice ni pogost vzrok za neželen izid 
nosečnosti in da človeška posteljica nima mikrobioma (de Goffau in sod., 2019).  
 
Z analizo diferenčne zastopanosti smo pokazali tudi 24-krat večjo zastopanost ASV-ja, ki 
pripada vrsti Lactobacillus gasseri, in več kot 6-krat višjo zastopanost ASV, ki pripada 
Lactobacillus jensenii v skupini terminskih porodov. Zadnja je bila povezana s protektivno 
vlogo v vaginalnem mikrobiomu, predvsem zaradi zmožnosti sinteze specifičnih vaginalnih 
protimikrobnih peptidov, IL-8 in pa humanega beta-defenzina-2 (HBD-2) (Valore in sod., 
2006), medtem ko nekatere druge bakterijske vrste vključene v raziskavo, kot je Gardernella 
vaginalis, te funkcije niso imele (Valore in sod., 2006). 
 
V nadaljevanju raziskave smo skladno s predhodno objavljeno znanstveno literaturo o 
povezavi med BV in AV s PP (Callahan in sod., 2017a; DiGiulio in sod., 2015; Fettweis in 
sod., 2019) odkrili povečano zastopanost posameznih taksonov povezanih z BV, vključno z 
rodovi Gardnerella, Atopobium, Sneathia (Sneathia sanguinegens), Gemella, Dorea in 
taksonov povezanih z AV, kot so Streptococcus (Streptococcus agalactiae/pyogenes), rod 
Escherichia/Shigella, v skupini PP v primerjavi s TP skupino. V nasprotju z raziskavo 
Callahan in sod. (2017a) nismo potrdili povezanosti rodov Mobiluncus, Peptoniphilus in 
Mycoplasma s PP; vendar smo odkrili pozitivno povezavo rodu Megasphaera s PP, ki v 
zgoraj omenjeni raziskavi ni bila dokazana. V prid vlogi rodu Megasphaera pri PP 
povezanim z vnetjem govori tudi nedavna raziskava, izvedena na kulturah dendritskih celic, 
v kateri je bilo ugotovljeno, da vrsta, ki pripada rodu Megasphaera (Megasphaera elsdenii), 
lahko povzroči zorenje DC in zviša vrednosti vnetnih citokinov (van Teijlingen in sod., 
2020). Nasprotno bakterijska vrsta L. crispatus zorenja DC ni povzročila, niti ne tvorbe 
provnetnih citokinov. Povezanosti rodu Ureaplasma s PP (DiGiulio in sod., 2015) v naši 
kohorti nismo ponovno dokazali, prav tako ni bila dokazana v raziskavah Callahan in sod. 
(2017a) ter Freitas, A. C. in sod. (2018). Podobno našim ugotovitvam, so Elovitz in sod. 
(2019) v raziskavi, ki je vključevala 107 primerov PP in 432 kontrol TP, poročali o značilni 
povezavi vrste Atopobium vaginae s povečano stopnjo PP pri ne-Afroameričankah (ne-AA), 
medtem ko so bili rodovi Sneathia, Atopobium in Megasphaera povezani s PP, ko so avtorji 
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upoštevali obe kohorti preiskovank (AA in ne-AA). Bakterijska vrsta Atopobium vaginae je 
bila skupaj z vrstama Gardnerella vaginalis in Prevotella bivia v literaturi že poročana kot 
močan sprožilec vnetja in sprožilec vaginalnih epitelijskih prirojenih imunskih odzivov. 
Dokazano je bilo namreč, da aktivira glavni provnetni transkripcijski faktor NF-κB v 
cervikovaginalnih epitelijskih celicah, kjer znatno poveča izražanje kemokinov (Doerflinger 
in sod., 2014). Med nastajanjem tega dela je bila objavljena celovita meta-analiza 
longitudinalnih podatkov vaginalnega mikrobioma petih neodvisnih raziskav PP, ki je 
skladno z našimi ugotovitvami pokazala na povezanost rodu Gardnerella s PP v tretjem 
trimesečju ter na zmanjšano zastopanost rodu Lactobacillus skozi celotno nosečnost. 
Povezavo rodov Megasphaera in Atopobium s PP so avtorji potrdili v prvem trimesečju 
(Kosti in sod., 2020). Rezultati sedanje raziskave se razlikujejo od rezultatov raziskav, ki so 
ju opravili Stout in sod. (2017) ter Romero in sod. (2014b), kjer noben specifični bakterijski 
takson ali mikrobna skupnost ni bila povezana z neželenim izidom nosečnosti. Vendar, v 
prvi omenjeni raziskavi indicirani primeri PP (preeklampsija, fetalne indikacije) niso bili 
izključeni, v drugi raziskavi pa so bili pri analizi diferenčne zastopanosti upoštevani samo 
taksoni, ki so bili prisotni pri vsaj 25 % vzorcev (Romero in sod., 2014b). Tudi v kohorti 
perujskih preiskovank povezave PP s specifičnim CST-jem niso potrdili (Blostein in sod., 
2019). Domnevamo, da lahko tudi geografske in kulturne razlike (pretežno AA populacija) 
ter majhno število vključenih PP primerov (n = 23, n = 18, n = 25) prispevajo k negativnim 
izsledkom predstavljenih raziskav. Poleg tega je bilo ugotovljeno, da je vaginalna 
mikrobiota v kateri prevladujejo laktobacili med preiskovankami, ki niso bele rase, manj 
razširjena (Bayigga in sod., 2019). 
 
V skladu s pričakovanji smo v sedanji raziskavi pokazali, da imajo preiskovanke, ki so rodile 
prezgodaj, zmanjšano zastopanost vrst Lactobacillus v vaginalnem mikrobiomu. Zmanjšana 
zastopanost laktobacilov se kaže v zmanjšani proizvodnji mlečne kisline, vodikovega 
peroksida in bakteriocinov, kar posledično omogoča hitrejše razmnoževanje patogenih 
bakterij, za katere je znano, da povzročajo BV (Amabebe in Anumba, 2018; Witkin in 
Linhares, 2017). Povečana bakterijska raznolikost je bila povezana tudi s spremembami 
vaginalne sluznice in citoskeleta, celično smrtjo, povečanim izražanjem pro-vnetnih 
citokinov (Fettweis in sod., 2019) in metaloproteinaz ter zmanjšanim razmerjem IgG1/2 
(Borgdorff in sod., 2016), kar potencialno vodi do vnetne aktivacije in indukcije PP. Poleg 
opisanega so v nedavno opravljeni raziskavi poročali, da preiskovanke s prevladujočim 
mikrobiomom, ki je osiromašen z Lactobacillus spp., pogosteje razvijejo prezgodnjo 
cervikalno dilatacijo (Brown, R. G. in sod., 2019b). Dokazano je bilo, da je skupna 
obremenitev z bakterijami vrste Lactobacillus obratno povezana tako z nižjo gestacijsko 
starostjo ob porodu kot tudi z intraamnijsko okužbo in nadaljnjim kliničnim 
horioamnionitisom (Cobo in sod., 2019). 
 
Poleg tega je bilo dokazano, da je PPROM, ki je prisoten pri 30 % vseh PP, povezan z visoko 
bakterijsko raznolikostjo in zmanjšano zastopanostjo rodu Lactobacillus pred razpokom 
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(Brown, R. G. in sod., 2019a; You in sod., 2019). V opravljeni raziskavi smo odkrili 
nagnjenost k večji vrstni bogatosti, ko smo primerjali PP primere s PPROM s spontanimi PP 
primeri brez PPROM, vendar rezultat ni dosegel statistične značilnosti.  
 
Nekatere neenotnosti v izsledkih dosedanjih mikrobiomskih raziskav je mogoče pojasniti 
tudi z različnim izborom oligonukleotidnih začetnikov. Dejstvo je, da eksperimentalna 
zasnova 16S sekvenciranja vpliva na občutljivost na različne taksone (Ghyselinck in sod., 
2013). V sedanji raziskavi smo uporabili par začetnikov V3-V4, ki je med drugimi taksoni 
občutljiv tudi na rod Gardnerella. Posledično je v našem podatkovnem nizu Gardnerella 
predstavljala 7,7 % relativne zastopanosti vseh rodov, kar je podobno raziskavi Callahan in 
sod. (2017a) (5 % od vseh sekvenc). Višja relativna zastopanost L. iners v skupini PP v 
raziskavi Kindinger in sod. (2017) bi zato lahko bila posledica neprepoznanega rodu 
Gardnerella (V1-V3 par začetnikov), za katerega je bilo dokazano, da se pogosto v visokih 
frekvencah pojavlja skupaj z L. iners (Callahan in sod., 2017a), ne pa kot neposredna 
povezava L. iners s PP.  
 
Druga možna razlaga za povečano zastopanost L. iners v 16. tednu nosečnosti pri skupini 
PP je povezana s povečano nestabilnostjo vaginalnega mikrobioma kasneje v nosečnosti. 
Vrsta L. iners je namreč pogosto povezana z vaginalnimi bakterijami, ki sodelujejo pri BV, 
zaradi slabše zmožnosti zaščite L. iners pred patogeni (Petricevic in sod., 2014). Mikrobni 
ekosistem ima namreč zmožnost ublažiti spremembe sestave mikrobioma kot posledice časa, 
kar pa je odvisno od prisotnosti koristnih vrst z zmožnostjo stabilizacije. Dokazano je bilo, 
da imajo skupnosti v katerih prevladuje L. crispatus manjšo možnost, da bodo pozneje prešle 
v neugodne CST skupnosti v primerjavi s skupnostmi v katerih prevladujejo druge 
bakterijske vrste, med njimi tudi L. iners (Gajer in sod., 2012). Nedavna in vitro raziskava 
na celičnih kulturah decidualnih makrofagov, ki je preučevala vlogo komenzalnih bakterij 
pri začetku poroda, pokazala, da vrsta L. iners sproži močnejši vnetni odziv v primerjavi z 
L. crispatus (Alam in sod., 2017). Bakterije namreč stimulirajo decidualne makrofage k 
sproščanju proteaz, ki okrepijo vnetni odziv z aktiviranjem PAR-1 na bližnjih makrofagih 
in drugih decidualnih levkocitih, kar vodi do nadaljnjega signaliziranja preko biološke poti 
RhoA proteinske kinaze (angl. Rho-associated protein kinase, ROCK); le-ta fosforilira 
metilcitozin dioksigenazo 2 (TET2) in transkripcijski jedrni faktor kB (NF-κB), kar povzroči 
njegovo lokalizacijo iz citosola v jedro. TET2 povzroči encimsko demetilacijo DNA, kar 
sprosti vezavna mesta za NF-κB in okrepi izražanje vnetnih genov, ki sprožijo porod (Alam 
in sod., 2017). 
 
V nasprotju z L. iners ima L. crispatus največji genom od vseh štirih vrst Lactobacilli spp. 
(Petricevic in sod., 2014), le-ta pa vključuje gene, ki kodirajo bakteriocin, adhezin (vključno 
z anti-adhezivnimi molekulami proti Gardnerella vaginalis), laktat in sukcinat. Ugotovljeno 
je bilo, da ima L. crispatus zaščitno vlogo pri PP povzročenim z vnetjem (Ojala in sod., 
2014). Dokazano je bilo tudi, da je koncentracija D-mlečne kisline v vaginalnem 
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mikrobiomu v primeru dominance L. crispatus bistveno višja, v primerjavi z L. iners ali 
vrstami Gardnerella. Znano je, da D-mlečna kislina povečuje aktivacijo antimikrobnega in 
pridobljenega imunskega sistema ter tudi minimizira koncentracijo matriksnih 
metaloproteinaz-8 (MMP-8), ki bi sicer spodbujale proteolitično aktivnost in tako omogočile 
migracijo bakterij iz endocerviksa v maternico, kar bi potencialno vodilo do PP povezanega 
z okužbo (Witkin in sod., 2013). Skladno z opisanim smo v naši raziskavi pokazali značilno 
večjo zastopanost vrste L. crispatus v vaginalnem mikrobiomu nosečnic, ki so rodile ob 
predvidenem terminu.  
 
5.2 PREDNOSTI IN OMEJITVE MIKROBIOMSKEGA DELA RAZISKAVE 
 
Prednost prvega dela opravljene raziskave je vključitev večjega števila zgodnjih primerov 
PP (< 34 tedna) v primerjavi s predhodnimi raziskavami. Druga prednost je, da smo uporabili 
stroga merila za vključitev, kar pomeni, da so bili iz raziskave izključeni primeri PP, ki so 
bili posledica materinih ali plodovih zapletov, kot so IUGR, preeklampsija ali razvojne 
nepravilnosti ploda. Z namenom izključitve možnih že obstoječih dejavnikov tveganja PP in 
dejavnikov, ki bi lahko neodvisno vplivali na sestavo mikrobiote, smo izločili tudi 
posameznice s kroničnimi boleznimi, kot so hipertenzija, diabetes mellitus ali preiskovanke 
z razvojnimi nepravilnostmi maternice.  
 
Naslednja prednost je homogenost raziskovalne populacije, saj je znano, da na sestavo 
mikrobiote v veliki meri vpliva etnična pripadnost (Blostein in sod., 2019; Elovitz in sod., 
2019; MacIntyre in sod., 2015; Ravel in sod., 2010). Vse preiskovanke vključene v sedanjo 
raziskavo so bile bele rase in slovenske narodnosti.  
 
V primerjavi z večino objavljenih raziskav uporabili bioinformatski pristop z izboljšano 
ločljivostjo in celovitostjo, ki omogoča natančnejše prepoznavanje ASV-jev, zaradi česar 
arbitrarna določitev meje podobnosti (angl. similarity cut-off), ki opredeljuje običajno 
uporabljane molekularne OTU-je, ni bila potrebna (Callahan in sod., 2017b).  
 
Opravljena raziskava ima tudi nekatere omejitve. Prvič, vzorčenje je potekalo v eni sami 
časovni točki; longitudinalno vzorčenje tekom nosečnosti bi lahko priskrbelo dodatne 
informacije o stabilnosti mikrobiomov. Čeprav so predhodno opravljene raziskave pokazale, 
da vaginalni mikrobiom v nosečnosti ostaja razmeroma stabilen (DiGiulio in sod., 2015; 
Romero in sod., 2014c), so druge raziskave poročale o povečani zastopanosti rodu 
Lactobacillus (Romero in sod., 2014b) in občutnem zmanjšanju nenormalne vaginalne 
kolonizacije z napredovanjem nosečnosti (Choi in sod., 2018).  
 
Naslednja omejitev naše raziskave je, da tehnologija 16S sekvenciranja ne ocenjuje 
absolutne obremenitve taksonov v vzorcu (meritev genskih kopij), ki bi jo lahko odkrili s 
širokospektralnim 16S rRNA kvantitativnim PCR-jem. Prav tako tekom raziskave nismo 
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izvedli dodatnih meritev imunoloških biooznačevalcev, za katere je bilo predlagano, da 
zmanjšajo tveganje za PP, ki je povezan z vaginalno mikrobioto, kot so beta-defensin-2 
(Elovitz in sod., 2019) ali proinflamatorni citokini (Fettweis in sod., 2019). 
 
Tretja omejitev je relativno majhen preiskovani vzorec. Za klinično uporabo 
mikrobiomskega testa (v diagnostične ali presejalne namene) bi bile nujne kontrolirane 
klinične preiskave na velikem številu preiskovank, ki bi vključevale različne populacije za 
splošno generalizacijo testa. Naša raziskava je vključevala le eno kohorto, bele rase, zato bi 
bili podatki drugih etničnih skupin dragoceni.  
 
Odziv vaginalnega mikrobioma na antibiotike je lahko zelo dinamičen, zato bi bilo v 
nadaljnjih raziskavah zanimivo preučiti dolgoročne in prehodne posledice antibiotičnega 
zdravljenja na vaginalni mikrobiom med nosečnostjo ter natančneje opredeliti čas 
prejemanja zdravljenja pri preiskovani kohorti. Iz raziskave smo sicer izključili 
preiskovanke, ki so prejemale antibiotično zdravljenje manj kot teden dni pred vključitvijo, 
vključene preiskovanke pa se po pogostosti prejemanja antibiotičnega zdravljenja tekom 
nosečnosti niso statistično značilno razlikovale med skupinama. 
 
Sklepamo, da bo z bolj celostnim razumevanjem sestave vaginalnega mikrobioma v 
nosečnosti v različnih populacijah in njegovem vplivu na PP, odkrivanje posameznic z 
visokim tveganjem in posledično razvoj farmakoloških intervencij za preprečevanje PP 
postalo uresničljivo. 
 
5.3 POVEZAVA MED TVEGANIM MIKROBIOMSKIM PROFILOM IN 
TRANSKRIPTOMOM V MATERINI PERIFERNI KRVI 
 
Kljub dejstvu, da je bila večina do danes objavljenih transkriptomskih raziskav, ki so 
preučevale mehanizme spontanega PP, opravljena predvsem v tkivu placente (Brockway in 
sod., 2019; Cao in sod., 2014; Paquette in sod., 2018a; Pereyra in sod., 2019), je nekaj 
nedavnih raziskav pokazalo, da je mogoče spremembe in mehanizme, ki vodijo do PP 
zaznati tudi v materini periferni krvi (Heng in sod., 2014, 2016; Knijnenburg in sod., 2019; 
Paquette in sod., 2018b). Vendar pa se dosedanje transkriptomske raziskave PP, kljub 
ugotovljenim spremembam v izražanju genov udeleženih v bioloških poteh povezanih z 
vnetjem in imunskim odzivom, niso osredotočile na morebitno povezavo tveganega profila 
vaginalnega mikrobioma med nosečnostjo in njegovimi potencialnimi sistemskimi učinki, 
ki bi jih lahko zaznali v periferni krvi. S tem namenom, smo v drugem delu raziskave preučili 
morebitno povezavo med sestavo vaginalnega mikrobioma pred porodom in hkratnim 
specifičnim globalnim ekspresijskim profilom v materini periferni krvi. 
 
Z analizo diferenčne ekspresije statistično značilno različno izraženih genov nismo zaznali; 
najvišje uvrščeni gen CXCL16 je dosegel logFC vrednost 1,3 in ekspresijsko P-vrednost 
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0,00018 pred prilagoditvijo za večkratno testiranje Neposredna povezava gena CXCL16, ki 
kodira kemokinski ligand, s PP v dosedanji literaturi ni bila opisana, je pa bil gen predhodno 
povezan z vnetjem (Diegelmann in sod., 2010), kar se sklada z zaznanim višjim izražanjem 
gena CXCL16 v skupini PP s tveganim vaginalnim mikrobiomskim profilom. Vezava 
liganda na celično membrano povzroči adhezijo in fagocitozo tako po Gramu pozitivnih kot 
negativnih bakterij, v topni obliki pa je CXCL16 močan kemoatraktant CXCR6+ T celic 
(Diegelmann in sod., 2010). Gen CXCL16 se izraža na površini antigen predstavitvenih celic 
(APC), vključno z CD19+ B celicami in CD14+ monociti/makrofagi. Poleg opisanega je 
bilo ugotovljeno, da anti-CXCL16 protitelesa zavirajo kemotaksično aktivnost in bakterijsko 
fagocitozo humanih APC-jev. Tudi v raziskavi na mišjih modelih je bilo dokazano, da je gen 
mikrobno uravnavan ter da vpliva na količino in delovanje invariantnih naravnih T-celic 
ubijalk (iNKT) oziroma poveča njihovo akumulacijo v debelem črevesu in pljučih ter 
posledično povzroči večjo dovzetnost za vnetje teh tkiv (Olszak in sod., 2012). Točen 
mehanizem preko katerega mikrobiota uravnava izražanje CXCL16 še ni znan.  
 
Čeprav z analizo diferenčnega izražanja genov v materini periferni krvi nismo odkrili 
statistično značilno različno izraženih genov med skupino PP s tveganim in skupino TP s 
protektivnim mikrobiomskim profilom, smo z analizo obogatitve GSEA s termini KEGG v 
skupini s tveganim mikrobiomskim profilom (CST IV) ugotovili statistično značilno 
obogatene biološke poti, potencialno vpletene v patogenetske procese PP. Le-te so 
vključevale fosfatidilinositol signalni sistem, adherentne stike, signalno pot B-celičnega 
receptorja, VEGF signalno pot, s Fc gama-R posredovano fagocitozo in JAK-STAT signalno 
pot.  
 
Signalna pot fosfatidilinositola uravnava številne biološke procese, vključno s celično rastjo, 
diferenciacijo, preživetjem, proliferacijo, celično migracijo in presnovo, fagocitozo, 
oksidativnim stresom, proizvodnjo citokinov ob vnetju in uničenje patogenov (Araki in sod., 
1996; Parsa in sod., 2006). V prid pomena signalne poti fosfatidilinositola pri PP, povezanim 
z vnetjem, govorijo nedavne raziskave, ki so opozorile na pomembno vlogo signalizacije 
fosfoinozitid-3-kinaze (PI3K) pri modulaciji imunskega odziva; inhibicija poti 
PI3K/AKT/MTOR je namreč vodila do zmanjšane proizvodnje vnetnih citokinov v 
monocitih in makrofagih (Xie in sod., 2014). Poleg tega je bilo poročano, da je pot PI3K 
vključena v gibanje makrofagov in neovaskularizacijo (Xie in sod., 2014). Pomen poti v 
etiologiji PP podpira tudi predhodno opravljena raziskava, ki je ugotovila edinstvene 
transkriptomske podpise tkiva placente pri 13.333 nedonošenčkih v primerjavi z 78 
terminskimi porodi, med njimi obogateno fosfatidilinozitolfosfatno pot (Paquette in sod., 
2018a). Pomen le-te pri patofiziologiji PP podpira sorodna raziskava RNA-sekvenciranja 
(Paquette in sod., 2018b), ki je v materini polni periferni krvi med desetimi najbolj 
obogatenimi signalnimi potmi značilnimi za spontani PP, zaznala set genov, ki so udeleženi 
v PI3K kaskadi. Dodaten možen mehanizem omenjene poti pri PP, povezanim s tveganim 
mikrobiomskim profilom, predstavlja aktivacija PI3K encima, ki ima med drugim 
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pomembno vlogo pri zapiranju fagosomov; razširitvi in/ali zlivanju psevdopodijev okoli 
zaužitega delca. Receptorji na površini fagocitov namreč prepoznajo površinske 
komponente mikroorganizma ali opsonine in se združijo v območju stika med patogenom in 
fagocitom, kar sproži hitre spremembe metabolizma fosfoinozidov, vključno z biosintezo 
fosfatidilinozitol 3,4,5-trisfosfata in hidrolizo fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfata. Omenjeni 
dogodki vodijo do lokalizirane reorganizacije aktina ter membranske fuzije (Hawkins in 
sod., 2010; Marshall in sod., 2001).  
 
Skladno z navedenim smo v skupini PP s tveganim mikrobiomskim profilom ugotovili 
statistično značilno obogatitev biološke poti Fc gamma posredovane fagocitoze. Fagocitoza 
predstavlja enega od pomembnih prirojenih imunskih odzivov, v katerem makrofagi in 
nevtrofilci predstavljajo prvo linijo obrambe pred invazivnimi bakterijami. Fc gama 
receptorji (FcγR; podtipi FcγR1A, FcγRIIA in FcγRIIIA) so fagocitni receptorji 
imunoglobulinske superdružine, značilni za makrofage in monocite. Po zaznanem vdoru 
tujega delca sledi proces vezave protitelesa IgG s specifičnim antigenom (področje FabB) in 
FcγR (konstantna Fc regija), kar sproži različne signale, ki vodijo do reorganizacije 
citoskeleta aktina in membrane, potrebne za nastanek psevdopodijev, ki delec ponotranjijo 
v obliki fagosoma (Vogelpoel in sod., 2015). V skladu z opisanim smo z analizo GSEA 
zaznali kot mejno statistično obogateno biološko pot udeleženo v reorganizaciji citoskeleta 
aktina pri PP skupini. Naslednja tarča aktivacije FcγR je protein kinaza C (PKC), ki z 
aktivacijo fosfolipaze C A2 in tvorbo arahidonske kisline spodbuja zapiranje fagosomov in 
membransko fuzijo. Dokazano je bilo, da imajo FcγR ključno vlogo tudi v procesu tvorbe 
citokinov, specifičnih za tkiva in patogene (Vogelpoel in sod., 2015). 
 
Nadalje smo pokazali, da je v skupini PP s (potencialno) tveganim mikrobiomskim profilom 
obogatena biološka pot signaliziranja VEGF. Vaskularni endotelijski rastni faktor je 
pleiotropni citokin, specifičen za endotelne celice ali njihove progenitorske celice, kjer 
spodbuja vaskularno prepustnost ter rast in diferenciacijo žilnih kot tudi limfatičnih 
endotelijskih celic. Povečana paracelularna prepustnost in zmanjšana povezanost VE-
kadherinskega kompleksa s citoskeletom je povzročena s hitro in prehodno fosforilacijo 
tirozina VE-kadherina, kot tudi β-katenina in plakoglobina z VEGF (Kamen in sod., 2011; 
Wallez in Huber, 2008). Anti-apoptotična aktivnost VEGF pa je posredovana po poti 
fosfatidilinozitola (PI)-3 kinaze-AKT. VEGF je znan tudi kot pomemben posrednik 
angiogeneze, ki jo povzroči hipoksija (Eichmann in Simons, 2012). Skladno z ugotovitvami 
smo v sedanji raziskavi v skupini s tveganim mikrobiomskim profilom ugotovili obogatitev 
genov, ki sodelujejo v biološki poti levkocitne transendotelijske migracije, ki sicer statistične 
značilnosti po prilagoditvi za večkratno testiranje ni dosegla (Pneprilag. = 0,0339). Obogaten 
proces levkocitne transendotelijske migracije bi lahko bil med drugim posledica povečane 
vaskularne prepustnosti. 
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Nadalje smo v skupini PP s CST III/CST IV pokazali, da so značilno obogateni geni, ki 
sodelujejo v biološki poti adherentnih stikov. Le-ti se nahajajo med endotelnimi celicami in 
sestojijo iz adhezijskih molekul nektina in kadherina, ki so povezane z aktinskim 
citoskeletom. Stiki imajo pomembno vlogo pri uravnavanju žilne permeabilnosti, vaskularne 
integritete in ekstravazacije levkocitov (Wallez in Huber, 2008). Strukture posredujejo 
celično adhezijo in prenašajo intracelularne signale. Permeabilnost se lahko poveča s strani 
citokinov, ki sprožijo intracelularne signale, ki posledično povzročijo oblikovanje 
presledkov na medceličnih stikih, kar omogoči prehod celic skozi endotelijsko bariero 
(Dejana in Orsenigo, 2013). Prekomerno izražanje genov udeleženih v procesih organizacije 
celičnih stikov pri PP so zaznali tudi v sorodni raziskavi RNA-sekvenciranja materinih 
perifernih monocitov (Paquette in sod., 2018b). V isti raziskavi so Paquette in sod. (2018b) 
poročali tudi o obogateni razgradnji ekstraceličnega matriksa in pa njegovi organizaciji v 
skupini PP. Skladno z ugotovljenim, smo tudi v sedanji raziskavi pokazali statistično 
značilno spremenjeno izražanje seta genov KEGG udeleženega v receptorski interakciji 
ekstraceličnega matriksa, ki ima pomembno vlogo pri vzdrževanju strukture ter delovanja 
celic in tkiv.  
 
V skupini PP s CST IV/CST III smo v sedanji raziskavi pokazali obogateno JAK-STAT 
signalno pot. Širok nabor ligandov (citokinov in rastnih faktorjev) ter njihovih receptorjev 
povzroči aktivacijo signalnega pretvornika Janus kinaza (JAK) in aktivatorja transkripcije 
(STAT), kar posledično povzroči proliferacijo celic, diferenciacijo, celično migracijo in 
apoptozo. Kaskada JAK/STAT namreč zagotavlja mehanizem za prevajanje zunajceličnega 
signala v transkripcijski odziv. Tudi druge signalne poti, kot je PI3K, se lahko aktivirajo 
preko JAK in interagirajo s potjo JAK/STAT pri vodenju imunskega sistema, zlasti 
citokinskih receptorjev. Geni vpleteni v poti citokinskega signaliziranja (JAK3, TNIP2) in z 
njimi povezani transkripcijski faktorji (NFKB1, JUNB) so bili prepoznani kot prekomerno 
izraženi pred porodom v krvi nosečnic, ki so rodile prezgodaj v raziskavi Heng in sod. 
(2014), ki je z metodologijo ekspresijskih mikromrež preučevala sistemske mehanizme 
procesa poroda v periferni krvi simptomatskih preiskovank ob sprejemu v bolnišnico pred 
začetkom zdravljenja. V raziskavi so avtorji zaznali tudi obogatene procese vnetnega odziva, 
uravnavanja obrambnih mehanizmov, izražanja citokinov, kemokinov in njihovih 
receptorjev.  
 
V skupini PP (CST III/CST IV) smo zaznali statistično značilno obogateno tudi biološko pot 
B celičnega antigenskega receptorja (BCR). Le-ta je ključna za pravilen razvoj, preživetje 
in aktivacijo limfocitov B. Raziskave so pokazale, da so limfociti B med nosečnostjo 
spremenjene, njihove nepravilnosti pa so bile povezane s PP (Gomez-Lopez in sod., 2014). 
V znanstveni literaturi je bilo opisano, da plodove membrane privabljajo limfocite B med 
TP, prav tako pa se limfociti B nahajajo v decidualnih tkivih in popkovnični krvi. Čeprav je 
tvorba protiteles v limfocitih B pomemben imunski obrambni mehanizem pred okužbo 
sluznice in sistemskimi okužbami, njihova vloga med nosečnostjo in pri PP ostaja še 
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neraziskana (Huang in sod., 2017). Fosfoinozitid-3-kinaza (PI3K) in fosfolipaza C-gama 2 
(PLC-gama 2) sta pomembna navzdolnja (angl. downstream) efektorja BCR.  
 
V nadaljnjem koraku smo z analizo IPA izvedeno na 620 genih (Pneprilag. < 0,1; absolutni 
log2FC > 0,2) pokazali, da so pri skupini PP z mikrobiomskim profilom (CST III/CST IV) 
obogateni še številni drugi in komplementarni etiopatogenetski procesi, ki bi lahko bili 
povezani s PP povzročenim z mikroorganizmi. Le-ti so vključevali vnetni odziv, migracijo 
celic, fagocitozo, kemotakso, odgovor fagocitov, ponotranjenje celic, oblikovanje celičnih 
izrastkov, organizacijo citoskeleta in citoplazme, aktivacijo granulocitov, proliferacijo 
limfocitov B in prijemanje (angl. homing) levkocitov. Zadnji nakazuje na adhezijo v krvi 
krožečih limfocitov s homing receptorji na vaskularne adhezijske molekule endotelijskih 
celic, ki služijo kot ligandi. Krožeči levkociti lahko na opisani način vdrejo v endometrij 
(Johansson in sod., 1999), kar prispeva k razvoju specializiranih imunskih odzivov. Druga 
možnost je, da preko endotelija preidejo hematopoetični prekurzorji celic, ki nadalje 
diferencirajo znotraj endometrija (Keskin in sod., 2007). Višje izražanje v skupini PP so 
dosegli tudi geni udeleženi v procesu rotacijskega gibanje oz. kotaljenja celic (angl. rolling), 
vzdolž žilne površine, kar je prvi ključen korak pri vpoklicu (angl. recruitng) krožečih 
levkocitov, hematopoetskih potomcev ali trombocitov do določenih organov, na mesto 
okužbe ali poškodbe (McEver in Zhu, 2010). Ta proces sproži prav nizko afinitetna 
adhezivna interakcija med levkociti in vaskularnim endotelijem. Opisani dokazi govorijo v 
prid predvidenem prehajanje levkocitov iz obtoka v tkiva, ki je še bolj izrazito med procesom 
PP. V prid odkritemu govorijo tudi opažanja predhodne raziskave, ki je ugotovila fenotipske 
in presnovne spremembe materinih granulocitov in monocitov značilnih za PP (Gervasi in 
sod., 2001). Podobno je ex vivo raziskava imunofenotipiziranja perifernih levkocitov med 
nosečnostjo ugotovila, da materine imunske celice v periferni krvi izrazijo površinske 
označevalce aktivacije, kažejo kemotaksično odzivnost ter migrirajo v maternico med in 
pred porodom (Yuan in sod., 2009; Zhang, J. in sod., 2017).  
 
Naša opažanja dodatno podpira raziskava, ki je ugotovila povezavo med tveganim 
mikrobiomskim profilom in migracijo levkocitov s transkriptomsko analizo endocervikalnih 
APC (Anahtar in sod., 2015). Dokazano je bilo, da epitelijske celice in APC v maternici 
lahko prepoznajo določene bakterijske vrste znotraj CST IV skupnosti; APC-ji lahko zaznajo 
mikrobne lipopolisaharide (LPS) preko signaliziranja TLR receptorja, kar prispeva k 
aktivaciji NF-kB in privede do proizvodnje provnetnih citokinov, ki še dodatno privabljajo 
levkocite. Citokini, kot sta TNF in IFN-gama, lahko neposredno poškodujejo epitelijsko 
pregrado endocerviksa, tako da poškodujejo tesne stike, kar omogoča tako bakterijsko kot 
virusno translokacijo (Bruewer in sod., 2003; Madara in Stafford, 1989).  
 
Poleg opisanega je bila pri preiskovankah s prevladujočo vaginalno bakterijsko skupnostjo 
z visoko raznolikostjo (CST IV) ugotovljena več kot štirikrat večja verjetnost za prisotnost 
vnetnih citokinov (IFN-gama in IL-1b) v cervikovaginalni tekočini, v primerjavi z ostalimi 
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CST-ji (Anahtar in sod., 2015). APC celice v CST IV so bile tudi bolj aktivirane in zrele ter 
so kazale višje izražanje CD80, ICAM-1 in MHC II. V prid povezavi med CST IV in 
spremembami, ki smo jih ugotovili v materini periferni krvi govori tudi dejstvo, da lahko 
nekatere bakterijske vrste, med njimi tudi Sneathia sanguinigens, katere zastopanost je bila 
tudi v naši raziskavi značilno višja pri preiskovankah, ki so rodile prezgodaj, povzročijo 
izločanje interlevkinov (IL-1alfa, IL-1beta, IL-8) iz humanih vaginalnih epitelijskih celic 
(Anahtar in sod., 2015), kar bi lahko povzročilo privabljanje in migracijo levkocitov ter 
njihov vdor preko bariere med materjo in plodom.  
 
Naša opažanja se deloma skladajo tudi s transkriptomsko raziskavo Heng in sod. (2016), ki 
je z ekspresijskimi mikromrežami pokazala, da so vnetne poti konsistentno obogatene pri 
17-23 tednih in 27-33 tednih nosečnosti v krvi asimptomatskih preiskovank, ki so kasneje 
rodile prezgodaj, v primerjavi s preiskovankami, ki so rodile ob terminu. V raziskavi so 
pokazali, da so obogateni nizi genov pri PP povezani vnetjem, kar je med drugim vključevalo 
obogateno migracijo levkocitov, NF-kB aktivacijo ter poti, ki vključujejo citokine in njihove 
receptorje (IL1, IL6, IFN, IL1R, TNFR2, CCR3, CXCR4, CD40). Proces migracije 
levkocitov v gestacijska tkiva je bil v skupini PP zaznan kot obogaten že v 18. tednu 
nosečnosti v primerjavi s TP. Tudi z napredovanjem nosečnosti so imele preiskovanke, ki 
so doživele PP obogatene procese celične proliferacije, celične migracije in razgradnje 
ekstraceličnega matriksa, kar je prav tako skladno z našimi opažanji. Dodatno smo v sedanji 
raziskavi pred prilagoditvijo P-vrednosti v skupini PP (CST III/CST IV) zaznali obogateno 
signalno pot kemokinov (P = 0,0160); le-ti veljajo za znane kemoatraktivne peptide, ki 
usmerjajo celično migracijo in so tako ključnega pomena za obrambni odziv gostitelja. Heng 
in sod. (2016) so v skupini PP zaznali tudi obogatene pocese Toll-u podobnega in NOD-u 
podobnega receptorskega signaliziranja, česar v našem vzorcu nismo zaznali.  
Prva raziskava, ki je z metodo RNA-sekvenciranja preučila transkriptomske spremembe v 
materini polni krvi in materinih perifernih monocitih pred samim procesom PP (Paquette in 
sod., 2018b), je prišla do nekaterih zaključkov, ki se skladajo z našimi ugotovitvami. Med 
desetimi najbolj obogatenimi seti genov v skupini PP v materinih perifernih monocitih so 
avtorji zaznali organizacijo celičnih stikov, razgradnjo ekstraceličnega matriksa in njegovo 
organizacijo ter PI3K kaskado v materini polni krvi. Avtorji so zaznali tudi obogateno SCF-
KIT signalno pot, nukleotidni metabolizem in pa trans Golgijevo mrežje veziklov, tako v 
polni periferni krvi kot v materinih monocitih PP. V analizi diferenčnega izražanja genov v 
polni krvi, ki je vključevala 15 sPP primerov in 23 TP kontrol, so Paquette in sod. (2018b) 
predlagali gen ADAMTS2 kot možni transkriptomski označevalec PP. Le-ta izhaja iz družine 
metaloproteinaz, ki uravnavajo homeostazo krvnih žil in ima pomembno vlogo v procesu 
placentalne angiogeneze.  
 
V sedanji raziskavi statistično značilno različno izraženih posamičnih genov nismo zaznali. 
To je lahko posledica različnega protokola raziskav; tako kontrole kot primeri v naši 
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raziskavi so kazale znake poroda oz. jim je bil vzorec odvzet neposredno pred porodom, ob 
sprejemu na perinatalni oddelek. V omenjeni raziskavi (Paquette in sod., 2018b), ki je 
preučevala mehanizme PP neposredno pred porodom, so bile v kontrolno skupino vključene 
preiskovanke ujemajoče po gestacijski starosti, ki še niso kazale znakov poroda; posledično 
bi lahko bile nekatere ugotovljene spremembe posledica samega procesa poroda. Vzorčenje 
v raziskavi Heng in sod. (2016) pa je potekalo med nosečnostjo, ko so bile preiskovnke še 
asimptomatske in niso kazale znakov poroda. Prav tako so do sedaj opravljene 
transkriptomske raziskave obsegale heterogene protokole, vključevale so različne klinične 
fenotipe PP (pozni, zgodnji PP, grozeči PP, PPROM), različne definicije PP in različne 
populacije. Kontrolne skupine so vključevale tudi simptomatske preiskovanke s povečanim 
tveganjem za PP in različnimi pridruženimi dejavniki tveganja. Iz določenih raziskav 
(Paquette in sod., 2018b) niso bile izključene preiskovanke, ki so že pred vzorčenjem 
prejemale kortikosteroidno zdravljenje. Raziskave so uporabile tudi različne tehnologije, 
večinoma ekspresijske mreže, ki imajo nižjo ločljivost kot RNA-sekvenciranje, ki ima višjo 
specifičnost in senzitivnost.  
Na podlagi rezultatov opravljene raziskave lahko torej sklepamo, da je eden od mehanizmov 
PP predčasna sprožitev imunskega vnetnega odziva, ki bi bila lahko potencialno posledica 
tveganega profila vaginalnega mikrobioma z visoko raznolikostjo. Naša odkritja se skladajo 
z dosedanjo znanstveno literaturo in predstavljajo nadaljnje dokaze, da je PP posledica 
prezgodnjega prehoda protivnetnega fenotipa na pro-vnetno stanje ter posledične motnje v 
ravnotežju prirojene in pridobljene imunosti. Možen vzrok za okrepljene pro-vnetne poti 
predstavljajo bakterije vaginalnega mikrobioma, ki so zaznane preko lipopolisaharidov in s 
sproščanjem vnetnih dejavnikov (citokini, kemokini), okrepijo signalne poti transkripcijskih 
jedrnih faktorjev (NF-kB), kar še dodatno vodi do povečanja proizvodnje citokinov, 
kemokinov in interlevkinov ter omogoča aktivacijo levkocitov v materini periferni krvi in 
njihov vdor preko bariere med materjo in plodom. S sproženjem kemotaksičnih procesov in 
procesov adhezije imunskih celic, ki smo jih zaznali kot značilno obogatene v periferni krvi 
nosečnic, ki so rodile prezgodaj, lahko materini po krvi krožeči levkociti (prirojene in 
pridobljene imunosti), prodrejo v reproduktivna tkiva (cerviks in miometrium) in decidualna 
tkiva, ki predstavljajo bariero med materjo in plodom. Tam se posledično sproži prezgodnje 
provnetno stanje, ki vodi do poroda. 
5.4 PREDNOSTI IN OMEJITVE RAZISKAVE - TRANSKRIPTOM GLEDE NA 
MIKROBIOMSKI PROFIL 
 
V nasprotju z nekaterimi predhodno objavljenimi raziskavami, ki so preučevale 
transkriptomski profil PP, kjer so kontrole predstavljale nosečnice, ki so bile v enaki 
gestacijski starosti kot primeri in še niso kazale znakov poroda (Heng in sod., 2016; Paquette 
in sod., 2018b), smo v našo raziskavo vključili preiskovanke ob sprejemu na perinatalni 
porodni oddelek, tako pri primerih kot kontrolah, ki so že kazale znake poroda. Tako smo 
izključili možnost transkriptomskih razlik kot posledico sistemskih sprememb, ki bi bile 
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lahko značilne za normalen proces poroda.  
Druga prednost raziskave je, da so bili vzorci periferne krvi odvzeti nosečnicam ob 
sprejemu, pred začetkom kakršnega koli zdravljenja; s tem smo izključili možen vpliv 
kortikosteroidov na gensko izražanje. Znano je, da kortikosteroidi, kot je deksametazon, 
vplivajo na izražanje genov v periferni krvi (Menke in sod., 2012). Avtorji objavljene 
raziskave RNA-sekvenciranja (Paquette in sod., 2018b) so sicer z dodatno analizo pokazali, 
da 86 % genov, ki so jih zaznali kot diferenčno spremenjene pri PP v materini perifernmi 
krvi ni kazalo značilnih sprememb 4-24 ur po prejemu deksametazona. 
Naslednja prednost sedanje raziskave je vključitev preiskovane populacije z izključenimi 
znanimi dejavniki tveganja za PP in pridruženimi kroničnimi boleznimi, ki bi lahko dodatno 
vplivale na transkriptomski profil v materini periferni krvi, kar je v nasprotju z nekaterimi 
predhodnimi raziskavami, ki so preučevale transkriptomske spremembe pri preiskovankah 
z večjim tveganjem za PP (Heng in sod., 2014). Nadalje smo uporabili metodo RNA-
sekvenciranja celotnega transkriptoma, ki omogoča izboljšano ločljivost in celovitejši 
pristop v primerjavi z ekspresijskimi mikromrežami.  
Raziskava ima tudi nekatere omejitve, med njimi relativno majhno število vzorcev vsakega 
fenotipa/mikrobiomskega profila in posledično manjšo moč raziskave, da bi zaznala 
spremembe med skupinama.  
Druga slabost je do sedaj še precej neraziskano področje transkriptoma v materini polni 
periferni krvi med normalnim procesom poroda. Da bi izključili transkriptomske 
spremembe, ki bi bile zaznane kot posledica normalnega procesa poroda in s tem lažno 
pozitivne najdbe, smo v raziskavo vključili kontrolno skupino preiskovank, ki smo jim prav 
tako odvzeli vzorec neposredno pred porodom. Po drugi strani lahko neenaka gestacijska 
starost med kontrolami in primeri predstavlja naslednjo pristranost; zaznane spremembe bi 
lahko bile posledica običajnih sprememb, ki se zgodijo tekom nosečnosti kot posledica 
napredovane gestacijske starosti. Vendar so predhodne raziskave ugotovile, da so procesi 
povezani z obrambnih mehanizmih imunskega sistema in antimikrobnih procesi pri višji 
gestacijski starosti, le še bolj izraziti (Al-Garawi in sod., 2016; Gomez-Lopez in sod., 2019).  
Prav tako ne moramo z gotovostjo sklepati, da so zaznane transkriptomske spremembe 
posledica tvegane sestave vaginalnega mikrobioma ali le odražajo patofiziološke procese, ki 
so značilni za PP. V prihodnosti bi bile potrebne dodatne raziskave, ki bi opredelile 
transkriptomske spremembe v periferni krvi med preiskovankami, ki imajo enake 
mikrobiomske profile (npr. primeri in kontrole z ne-tveganimi mikrobiomskimi profili). 
Prav tako dosedanje transkriptomske raziskave, s katerimi smo zaznali podobnosti, niso 
poročale podatkov o vaginalnem mikrobiomu preiskovank (Paquette in sod., 2018b). V 
omenjeni raziskavi (Heng in sod., 2016) je bila okužba vaginalnega trakta s Streptokokom 
skupine B celo pogostejša pri preiskovankah, ki so rodile ob predvidenem terminu (21 % TP 
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vs 7,8 % PP), klinični horioamnionitis pa je bil ugotovljen pri 11,8 % PP preiskovank v 
nasprotju z 1 % TP preiskovank.  
 
S sekvenciranjem celotnega transkriptoma smo poleg kodirajočih RNA zaznali tudi številne 
oblike ne-kodirajočih RNA, zato bilo v nadaljevanju raziskave smiselno analizirati razlike v 
izražanju le-teh med skupinama, preučiti himerne RNA in različne izoforme, ki nastanejo 
kot posledica alternativnega izrezovanja intronov. 
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6 SKLEPI 
 
V doktorski disertaciji smo z analizo 16S rRNA sekvenciranja preučili vpliv sestave 
vaginalnega mikrobioma na PP in z globalno analizo RNA-sekvenciranja hkratne 
spremembe izražanja v materini periferni krvi. Na ta način smo raziskali morebitno 
povezanost specifične vaginalne bakterijske skupnosti s sistemskim odzivom.  
 
• Pokazali smo, da so imele preiskovanke, ki so rodile prezgodaj, pred porodom večjo 
mikrobno bogatost (Chao1, P = 0,011) in alfa raznolikost (Shannon, P = 0,00059) 
vaginalnega mikrobioma kot preiskovanke, ki so rodile od terminu. 
• Dokazali smo, da se je skupna sestava vaginalne mikrobiote (beta-raznovrstnost) 
bistveno razlikovala z ozirom na gestacijsko starost (PUteženi Unifrac < 0,001).  
• Z globalno analizo diferenčne zastopanosti smo ugotovili 8-krat in 7-krat večjo 
zastopanost ASV-jev, ki pripadajo vrstam Sneathia sanguinegens in Streptococcus 
agalactiae/pyogenes v skupini PP. 
• S testiranjem hipotez smo ugotovili povezavo vaginalnega mikrobiomskega profila 
CST IV in določenih posameznih bakterijskih taksonov s PP. Preiskovanke, ki so 
rodile prezgodaj, so imele zmanjšano zastopanost Lactobacilli spp., kot tudi 
povečano zastopanost rodu Gardnerella in drugih z bakterijsko vaginozo in 
aerobnim vaginitisom povezanih rodov, vključujoč Atopobium, Sneathia, Gemella, 
Megasphaera, Dorea, Streptococcus in Escherichia/Shigella. 
 
Z odkritim smo potrdili hipotezo: »Z analizo vaginalnega mikrobioma bomo ugotovili 
razlike v sestavi med slovenskimi nosečnicami, ki so rodile pred 37. tednom nosečnosti in 
nosečnicami, ki so rodile ob predvidenem terminu poroda.« 
 
• Z globalno analizo RNA-sekvenciranja nismo zaznali statistično značilno 
spremenjenega izražanja posameznih genov med preiskovankami s tveganim 
mikrobiomskim profilom, ki so rodile prezgodaj (CST III/CST IV) in 
preiskovankami s protektivnim mikrobiomskim profilom (CST I), ki so rodile ob 
predvidenem terminu.  
• Kljub navedenemu smo z analizo obogatitve transkriptov posameznih genov (GSEA) 
pokazali, da so številne biološke poti in procesi statistično značilno povezani s PP 
oz. tveganim vaginalnim mikrobiomskim profilom. Med njimi so bile obogatene poti 
fosfatidilinositol signalnega sistema, adherentni stiki, signalna pot B-celičnega 
receptorja, VEGF signalna pot, s Fc gama-R posredovana fagocitoza in JAK-STAT 
signalna pot. Mejno statistično značilnost so dosegle tudi skupine genov, ki imajo 
pomembno vlogo v Fc epsilon RI signalni poti, regulaciji aktinskega citoskeleta in 
inozitol fosfatnem metabolizmu. 
• Z analizo IPA smo pokazali, da so v skupini s (potencialno) tveganim 
mikrobiomskim profilom obogateni številni funkcijski in bolezenski procesi kot so, 
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vnetni odziv, migracija celic, fagocitoza, kemotaksa, organizacija citoskeleta in 
adhezija imunskih celic na vaskularni endotelij.  
 
Navedene ugotovitve predstavljajo dokaze, ki govorijo v prid hipotezi: »Razlike v sestavi 
vaginalnega mikrobioma so povezane s specifičnim globalnim ekspresijskim profilom v 
materini periferni krvi.« 
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
 
7.1 POVZETEK 
 
Prezgodnji porod (PP), ki ga Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) opredeljuje kot 
rojstvo nedonošenčka pred dopolnjenimi 37. tedni nosečnosti, je vodilni dejavnik neonatalne 
obolevnosti in umrljivosti v razvitem svetu ter globalno drugi najpogostejši vzrok smrti pri 
otrocih, mlajših od petih let. PP predstavlja velik izziv v klinični praksi, saj so trenutne 
tehnologije za prepoznavanje preiskovank z višjim tveganjem za PP ter strategije za 
preprečevanje le-tega v veliki meri neučinkovite. To je posledica heterogene in 
multifaktorske etiologije PP, ki je danes v veliki meri še nepojasnjena. Kljub poročani 
povezavi med sestavo vaginalnega mikrobioma in PP, so bile predhodno opravljene 
raziskave v svojih sklepih neskladne ter izvedene z različnimi raziskovalnimi protokoli in 
metodologijami. Prav tako mehanizmi preko katerih vaginalni mikrobiom vpliva na 
dovzetnost za PP, predvsem iz sistemskega vidika, ostajajo v veliki meri nepojasnjeni. 
 
Z namenom ponovno oceniti vlogo vaginalnega mikrobioma pri PP smo v prvem delu 
doktorske naloge izvedli neodvisno raziskavo tipa primer-kontrola na slovenski populaciji. 
Vaginalne brise smo odvzeli 155 preiskovankam, ki so bile razvrščene na terminske (≥ 380/7 
tednov, n = 107) ali PP (≤ 366/7 tednov, n = 48), v odsotnosti vseh drugih zdravstvenih ali 
porodničnih zapletov. Vaginalne mikrobiome smo preučili s sekvenciranjem regije V3-V4 
gena 16S ribosomske RNA (rRNA) na platformi MiSeq. Nadalje smo preučili razlike v 
bogatosti, raznolikosti in zastopanosti posameznih taksonov med nosečnicami, ki so rodile 
prezgodaj in nosečnicami, ki so rodile ob terminu.  
 
V drugem delu raziskave smo z namenom ugotoviti, ali je tvegani mikrobiomski profil 
povezan tudi s sistemskimi posledicami v materini periferni krvi, izvedli globalno 
transkriptomsko analizo RNA-sekvenciranja materine polne periferne krvi. Na podlagi 
ugotovljenih profilov bakterijskih skupnosti (CST) vaginalnega mikrobioma smo v 
transkriptomski del raziskave vključili 15 primerov z ugotovljenim tveganim ali potencialno 
tveganim podtipom mikrobioma (CST IV/CST III), značilnim za nosečnice, ki so rodile 
prezgodaj ter 20 kontrol s CST I podtipom, predhodno povezanim s terminskim porodom. 
 
Preiskovanke, ki so rodile prezgodaj, so imele večjo mikrobno bogatost (Chao1, P = 0,011) 
in alfa raznolikost (Shannon, P = 0,00059) kot preiskovanke, ki so rodile od terminu. 
Poročamo, da se je skupna sestava vaginalne mikrobiote (beta-raznovrstnost) značilno 
razlikovala z ozirom na gestacijsko starost (PUteženi Unifrac < 0,001). Prav tako smo ugotovili 
povezavo mikrobiomskega profila (CST IV) in določenih bakterijskih vrst vaginalnega 
mikrobioma s PP. Preiskovanke, ki so rodile prezgodaj, so imele zmanjšano zastopanost 
Lactobacilli spp., kot tudi povečano zastopanost rodu Gardnerella in drugih z bakterijsko 
vaginozo in aerobnim vaginitisom povezanih rodov, vključujoč Atopobium, Sneathia, 
Gemella, Megasphaera, Dorea, Streptococcus in Escherichia/Shigella. 
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Čeprav v drugem delu raziskave z analizo diferenčnega izražanja transkriptov posameznih 
genov nismo opazili značilno različno izraženih genov (Pprilag. < 0,1), značilnih za PP s 
tveganim mikrobiološkim profilom, smo z analizo obogatitve genskih setov zaznali številne 
biološke poti, statistično značilno povezane s PP. Med njimi so bile obogatene poti 
fosfatidilinositol signalnega sistema, adherentni stiki, signalna pot B-celičnega receptorja, 
VEGF signalna pot, s Fc gama-R posredovana fagocitoza in JAK-STAT signalna pot. 
Nadalje smo z analizo IPA ugotovili obogatene bolezenske in funkcijske procese, vključno 
z vnetnim odzivom, celičnim gibanjem, fagocitozo, kemotakso, aktivacijo granulocitov, 
organizacijo citoskeleta in adhezijo imunskih celic na vaskularni endotelij. 
 
V opravljeni raziskavi predstavljamo nadaljnje dokaze, da je sestava vaginalnega 
mikrobioma povezana s PP. Predstavili smo tudi morebitno povezavo PP s tveganim 
profilom vaginalnega mikrobioma (CST III/CST IV) s hkratnimi transkriptomskimi 
spremembami v materini periferni krvi. Naša raziskava je prva, ki je ustvarila globalne 
podatke vaginalnega mikrobioma in RNA-sekvenciranja iste kohorte preiskovank. Z analizo 
prispevamo nova znanja morebitnih dodatnih dejavnikov, ki privedejo do PP. 
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7.2 SUMMARY 
 
Preterm birth (PTB), defined by the World Health Organization (WHO) as the birth of an 
infant before the 37th week of gestation, is a leading contributor to neonatal morbidity and 
mortality in the developing world. Globally, it is the second most common cause of death in 
children under five years of age. PTB represents a major challenge in clinical practice, as 
current technologies for identifying women at higher risk for PTB and strategies to prevent 
it are largely ineffective. This is due to the heterogeneous and multifactorial etiology of PTB, 
which is still largely unexplained. Despite the reported associations between the composition 
of the vaginal microbiome and PTB, previously conducted research has been inconsistent in 
its conclusions and has been performed using different protocols and methodologies. 
Likewise, the mechanisms through which the vaginal microbiome influences susceptibility 
to PTB, mainly from a systemic point of view, remain largely unclear. 
 
In the first part of the doctoral thesis, we conducted an independent case-control study in the 
Slovenian population aiming to re-evaluate the role of the vaginal microbiome in PTB. 
Vaginal swabs were withdrawn from 155 women who were classified as either term (≥ 380/7 
weeks, n = 107) or preterm (≤ 366/7 weeks, n = 48), in the absence of any other medical or 
obstetric complications. We examined the vaginal microbiomes by sequencing the V3-V4 
region of the 16S ribosomal RNA (rRNA) gene on the MiSeq platform. We further examined 
differences in the abundance, diversity, and representation of individual taxa between 
preterm and term pregnant women. 
 
In the second part of the study, a global transcriptomic analysis of maternal whole peripheral 
blood was performed by RNA-sequencing to examine whether the high-risk microbiome 
profile is also related to systemic consequences in maternal peripheral blood. Based on the 
identified bacterial community state types (CST) of the vaginal microbiome, we selected a 
group of 15 cases with identified (potentially) high-risk microbiome profile (CST III/CST 
IV), characteristic of pregnant women who delivered prematurely, and 20 controls with CST 
I profile previously associated with term delivery. 
 
The preterm group had higher microbial abundance (Chao1, P = 0.011) and alpha diversity 
(Shannon, P = 0.00059) than the term group. We report that the total composition of the 
vaginal microbiota (beta-diversity) was significantly different with respect to gestational age 
(P (weighted Unifrac) < 0.001). In addition, we found a link between the microbiome profile 
(CST IV) and certain bacterial species of the vaginal microbiome with PTB. Women, who 
delivered prematurely, had a reduced abundance of Lactobacilli spp., as well as an increased 
representation of the genus Gardnerella and other bacterial vaginosis and aerobic vaginitis 
related genera including Atopobium, Sneathia, Gemella, Megasphaera, Dorea, 
Streptococcus, and Escherichia. 
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Although in the second part of the study significantly differentially expressed transcripts of 
individual genes (Padj. < 0.1) between PTB with a high-risk microbiome profile and term 
group with protective profile were not detected; many biological pathways were 
significantly associated with PTB according to the gene set enrichment analysis. These 
included enriched phosphatidylinositol signaling pathway, adherent junctions, B-cell 
receptor signaling pathway, VEGF signaling pathway, Fc gamma-R mediated phagocytosis, 
and JAK-STAT signaling pathway. Furthermore, IPA analysis identified the enriched 
disease and biological function processes, including inflammatory response, cell movement, 
phagocytosis, chemotaxis, granulocyte activation, cytoskeletal organization, and immune 
cell adhesion to the vascular endothelium. 
 
The present study presents further evidence that the composition of the vaginal microbiome 
is related to PTB. We also presented a possible association of PTB with the risk vaginal 
microbiome profile (CST III/CST IV) with concurrent transcriptomic changes in maternal 
peripheral blood. Our study is the first to generate global microbiome and RNA-sequencing 
data from the same cohort of individuals. The analysis contributes to the knowledge of new 
potential factors leading to PTB. 
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Hvala vsem sodelavkam in sodelavcem Kliničnega inštituta za medicinsko genetiko za 
predano znanje in izkušnje, prijateljstvo, prijaznost in nešteto lepih nepozabnih spominov. 
Hvala, ker ste mi odprli vrata v svet genetike.  
 
Posebej bi se rada zahvalila Alešu Mavru, ki mi je od samega začetka raziskovalnega dela 
na KIMG pomagal s številnimi strokovnimi in uporabnimi nasveti, Gabru Bergantu za 
pomoč pri obdelavi podatkov RNA-sekvenciranja in Lovru Vidmarju za strokovni pregled 
doktorske disertacije. 
 
Največja zahvala pa gre moji družini in Matjažu za vso za podporo, zaupanje, razumevanje 
in ljubeče spodbudne besede.  
